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RESUMEN

El apatito (Ap), principal constituyente inorganico de huesos y dientes, se define
como una fase de fosfato de calcio no estequiométrica, que presenta deficiencias en iones
Ca®" y OH ademas de sustituciones i6nicas de grupos COs3>", Na?" y Mg?", entre otras.
Estas deficiencias, ademas de su tamafio nanométrico, le proporcionan una solubilidad
mayor que su homoélogo estequiométrico hidroxiapatito [Cas(OH)(POs)s3], la fase mas
estable e insoluble de los fosfatos de calcio. Esta solubilidad diferencial sumada a la
presencia de una capa hidratada no apatitica es fundamental en el intercambio y adsorcion
ionica, permitiendo la interaccion con moléculas orgénicas, y su actuaciébn como
"reservorio" i6nico para garantizar la regulacion y homeostasis, entre muchas otras

funciones.

Debido a sus implicaciones bioldgicas, existe un gran interés en la investigacion
y el desarrollo de nuevos materiales hibridos basados en Ap, ya que permiten combinar
las propiedades intrinsecas del Ap (biocompatibilidad, bioactividad y osteoinductividad)
con las propiedades de otros materiales (luminiscencia, fluorescencia, actividad
antimicrobiana o propiedades mecanicas). El uso de materiales hibridos multicomponente
se ha extendido en diversas areas de la biomedicina, principalmente en bioimagen,
nanomedicina o ingenieria tisular, permitiendo su uso en aplicaciones de transporte de
farmacos, nanoparticulas de marcaje (nanosondas), o recubrimiento de superficies en

materiales de refuerzo e implantes, mejorando la integracion y la regeneracion del tejido.

En el ambito clinico traumatoldgico, las condiciones fisiologicas que pueden
encontrarse en procesos quirdrgicos, politraumatismos, infecciones o diversas
enfermedades, dan lugar a procesos inflamatorios que, sostenidos en el tiempo, inhiben
el proceso de reparacion 6sea. Una estrategia para evitar este tipo de problemas, es la
administracion prolongada de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Sin
embargo, la escasa solubilidad de los AINEs se asocia con la necesidad de dosis mas altas
y mayor posibilidad de efectos secundarios en el paciente. De este modo, y al igual que
en el caso del Ap, el estudio y desarrollo de nuevos materiales multicomponente basados
en AINEs (sales y cocristales farmacéuticos) permiten modificar las propiedades del

farmaco de referencia, mejorando su solubilidad, estabilidad, e incluso permitiendo
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fenémenos de sinergia. Estos materiales, estan formados por un principio activo (API) y
un componente que co-forma la estructura cristalina, denominado coformador, el cual no
debe ser toxico o presentar efectos secundarios adversos. La nueva estructura formada
entre el API y el coformador, se mantiene mediante interacciones no covalentes, por lo

que el API no es modificado covalentemente, manteniendo su actividad intacta.

Como ya se ha mencionado, el uso combinado de farmacos AINEs en
procedimientos de reparacidon Osea, en los que interviene el apatito, es una practica
comun. Es por ello que la sintesis de nanoparticulas de apatito (nAp), dopadas con este
tipo de farmacos permitiria combinar las propiedades bioldgicas del Ap, con una
actuacion controlada, local y precisa del farmaco. A pesar de que este tipo de estrategias
han sido ampliamente estudiadas en las tltimas décadas, uno de los factores limitantes en
el proceso de carga de las nanoparticulas es la solubilidad intrinseca del fairmaco. Esta
tesis, plantea una nueva aproximacion que estudia la combinacion de sales y cocristales
basadas en AINEs para mejorar su solubilidad acuosa y aumentar el limite de carga del
farmaco en nAp, generando asi un material hibrido que pueda ser utilizado en

traumatismos, infecciones y regeneracion de defectos 6seos.

Todas estas consideraciones confluyen en la presente tesis doctoral, la cual se
centra en el disefo y desarrollo de nuevos materiales multicomponente basados en Ap y
farmacos AINEs, con propiedades hibridas que permiten su aplicacion en biomedicina.
Los resultados y discusion de este trabajo de investigacién se muestran en los siguientes

tres capitulos.

El CAPITULO 3 expone los resultados de la sintesis y caracterizacion de 1) nAp
dopadas con Tb*" con propiedades luminiscentes mediante la técnica de descomplejacion
térmica. 2) nAp dopadas con iones Co?", Mg*" y Mn?" con propiedades osteoinductoras
obtenidas mediante transformacion hidrotermal en un solo paso de CaCOs3 biogénico de
conchas marinas. 3) Nanocomposites grafeno multicapa/nanoapatito (G/nAp) y 6xido de
grafeno/nanoapatito (GO/nAp) funcionalizados con biomoléculas como L-Arginina, L-
Alanina, 4acido L-Aspartico o Citrato, e iones Tb**, con propiedades mecénicas,

luminiscentes, y biologicas mejoradas.

El CAPITULO 4 se centra en la sintesis y caracterizacién de materiales

multicomponente (cocristales y sales) con propiedades antinflamatorias usando 1)
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etenzamida y polifenoles, 2) AINEs y ciprofloxacino, y 3) AINEs y metformina. Especial
atencion se presta al estudio de la relacion entre la estructura y las propiedades de los

nuevos materiales.

En el desarrollo de la tesis doctoral los dos capitulos mencionados han permitido
adquirir el conocimiento necesario sobre los procedimientos de sintesis y caracterizacion
de materiales hibridos de complejidad creciente. En el caso del Ap, partiendo desde la
produccion de nanoparticulas hasta llegar a la mineralizacion de superficies
funcionalizadas, y en el caso de los materiales multicomponente farmacéuticos, partiendo
desde sales y cocristales en los que el coformador es una molécula orgénica sencilla, hasta
la obtencion de materiales farmaco-farmaco lo cual permite generar sinergia y actividades

combinadas.

Por ultimo, en el CAPITULO 5, se plantea la novedosa estrategia de funcionalizar
nAp con materiales multicomponentes farmacéuticos permitiendo la obtencion de un
material hibrido con una eficiencia de carga mucho mayor que la que se obtiene
funcionalizando con el firmaco de referencia. El material seleccionado sera el constituido
por dexketoprofeno y metformina, que combinan actividad antiinflamatoria y
antidiabética, lo cual lo hace altamente atractivo para tratamientos de regeneracion Osea

en pacientes cuya patologia estd ademds comprometida por la diabetes.
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ABSTRACT

Apatite (Ap), the main inorganic constituent of bones and teeth, is defined as a
non-stoichiometric calcium phosphate, which exhibits deficiencies in Ca*" and OH™ ions
as well as ionic substitutions of CO3*", Na?*, and Mg?*, among others. These ionic
deficiencies, along with its nanometric size, provide a higher solubility than its
stoichiometric counterpart, hydroxyapatite [Cas(OH)(POa4)3], the most stable and
insoluble phase of calcium phosphates. This differential solubility, combined with the
presence of a non-apatitic hydrated layer, is crucial for ionic adsorption and exchange,
allowing interaction with organic molecules, and acting as an ionic "reservoir" to ensure

homeostasis, among many other functions.

Due to its biological implications, there is a great interest in the research and
development of new hybrid materials based on Ap, as they allow combining the intrinsic
properties of biocompatibility, bioactivity, and osteoinductivity of Ap with others such as
luminescence, fluorescence, antimicrobial activity, or mechanical properties, provided by
the other components of the material. The use of multicomponent hybrid materials has
reached various areas of biomedicine, specifically bioimaging, nanomedicine, or tissue
engineering, allowing their use in drug delivery applications, nanoparticle labelling
(nanoprobes), or surface coating in reinforcement materials and implants to improve

integration and bone repair.

In the clinical traumatology field, the physiological conditions that can be found
in surgical processes, polytrauma, infections, or various diseases, lead to inflammatory
processes that, sustained over time, inhibit the bone repair process. One strategy to avoid
these types of problems is the prolonged administration of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), which have low solubility associated with the need for
higher doses and a greater possibility of side effects in the patient. In this way, and as in
the case of Ap, the study and development of new multicomponent materials based on
NSAIDs (pharmaceutical salts and cocrystals) allow modifying the properties of the
reference drug, improving its solubility, stability, and even allowing synergy phenomena.
These materials are formed by an active pharmaceutical ingredient (API) and a

component that co-forms the crystalline structure, called coformer, which must not be

25



toxic or present adverse side effects. The new structure formed between the API and the
coformer is maintained through non-covalent interactions, so, in addition to allowing the
design of new materials with unique properties, the API is not covalently modified,

maintaining its innate activity.

As already mentioned, the combined use of NSAIDs in bone repair procedures, in
which apatite is involved, is a common practice. Therefore, the synthesis of apatite
nanoparticles (nAp), doped with this type of drug, would allow combining the biological
properties of Ap with a controlled, local, and precise action of the drug. Although these
types of strategies have been widely studied, one of the limiting factors in the nanoparticle
loading process is the intrinsic solubility of the drug. However, a new approach proposes
the combination of salts and cocrystals based on NSAIDs, which allows improving their
aqueous solubility and increasing the drug loading limit on nAp, thus generating a hybrid

material that can be used in traumas, infections, and bone defects regeneration.

All these considerations converge in the present doctoral thesis, which focuses on
the design and development of new multicomponent materials with hybrid properties for
their application in the biomedicine field. The results and discussion are presented in the

following three chapters.

CHAPTER 3 presents the results of the synthesis and characterization of 1) nAp
doped with Tb*" with luminescent properties using the thermal decomposition technique.
2) nAp doped with Co?**, Mg**, and Mn?" ions with osteoinductive properties obtained
through one-step hydrothermal transformation of biogenic CaCOs from seashells. 3)
Multilayer graphene/nanoapatite (G/nAp) and graphene oxide/nanoapatite (GO/nAp)
nanocomposites functionalized with biomolecules such as L-arginine, L-alanine, L-
aspartic acid, or citrate, and Tb*>" ions, with improved mechanical, luminescent, and

biological properties.

CHAPTER 4 focuses on the synthesis and characterization of multicomponent
materials (cocrystals and salts) with anti-inflammatory properties using 1) ethenzamide
and polyphenols, 2) NSAIDs and ciprofloxacin, and 3) NSAIDs and metformin. Special
attention is paid to studying the relationship between the structure and the properties of

the new materials.
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The development of the doctoral thesis, through the aforementioned two chapters,
has allowed acquiring the necessary knowledge about the synthesis and characterization
procedures of hybrid materials of increasing complexity. In the case of Apatite, starting
from the production of nanoparticles, up to the mineralization of functionalized surfaces,
and, in the case of pharmaceutical multicomponent materials, starting from salts and
cocrystals in which the coformer is a simple organic molecule, up to obtaining drug-drug

materials which allow generating synergy and combined activities.

Finally, CHAPTER 5 proposes the novel strategy of functionalizing the nAp with
pharmaceutical multicomponent materials, allowing the obtaining of a hybrid material
with a much higher loading efficiency than that obtained by functionalizing with the
reference drug. The selected material will be constituted by dexketoprofen and
metformin, which combine anti-inflammatory and antidiabetic activity, making it highly
attractive for bone regeneration treatments in patients whose pathology is further

compromised by diabetes.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS






1.1. Introduccion






1.1.1. EIl Hueso

Los huesos son organos rigidos que forman parte del endoesqueleto de los
vertebrados. Sus principales funciones consisten en mover, sostener y proteger los
diversos organos del cuerpo, ademds de producir células sanguineas, y ser un reservorio
de minerales y diversas moléculas.!? Los huesos presentan diversas forma, y una
estructura compleja que les permiten ser ligeros, duros y resistentes. Para comprender la
arquitectura del hueso se han propuesto varios modelos jerarquicos, siendo el mas
conocido y aceptado el modelo de Weiner y Wagner, que describe siete niveles de

jerarquia, tal y como se observa en la figura 1.1.°

Level 2: Mineralized Collagen  Level 3: Fibril Array

Level 4: Fibril Array Patterns Level 5: Osteons Level 6: Spongy vs Compact Bone

Level 7: Whole Bone

Figura 1.1. Modelo estructural jerarquizado en 7 niveles del tejido 6seo de Weiner y Wagner. La

autoria de la imagen pertenece a Weiner et al.’

Se trata de un modelo “bottom-up” donde el nivel 1 lo forman los componentes a

escala nanométrica y moleculares. El tejido 6seo estd compuesto en un 65% por un tipo

33



de fosfato de calcio (CaP), concretamente de Ap nanocristalino (Tabla 1.1), un 25% de
materia organica, principalmente colageno tipo I, proteinas no colagenas y pequenas
moléculas orgédnicas como el citrato (cit), y un 10% en peso de agua. El nivel 2 esta
formado por fibrillas de coldgeno mineralizadas intra y extrafibrilarmente con Ap. En el

nivel 3) Las fibrillas de colageno mineralizadas se entrelazan formando haces y redes.

Tabla 1.1. Fosfatos de calcio relevantes en ingenieria tisular.*>

CaPs Férmula Ca/P relacion
Fosfato dicélcico Ca(HPO4) 1.0
Fosfato octacalcico (OCP) Cag(HPO4)2(PO4)45H,0 1.33
Fosfato calcico amorfo (ACP) Ca, Hy(PO4),nH,On = 3-4.5 1.2-2.2
Hidroxiapatito deficiente en calcio Cag(HPO4)(PO4)s(OH) 1.5-1.67
(Apatito)
o, -Fosfato tricalcico (o -TCP) 0-Caz(POs), 1.5
B-Fosfato tricalcico (B-TCP) B-Ca3(POa4), 1.5
Hidroxiapatito (HA) Cajo(PO4)s(OH)2 1.67
Fosfato tetracalcico Ca(P04),0 2.0

En la escala micrométrica, el nivel 4 esta compuesto por matrices de fibrillas
entrelazadas que forman diferentes patrones dando lugar a ldminas de tejido 6seo. En el
nivel 5 se observan los osteones, estructuras formadas por una serie concéntrica de
laminillas éseas alrededor de un conducto que contiene vasos sanguineos y nervios,

permitiendo la comunicacion celular y el intercambio de nutrientes.

En la escala macroscopica, el nivel 6 lo componen el tejido dseo esponjoso y
cortical. El hueso esponjoso es extremadamente poroso (75-95% de porosidad en peso) y
proporciona espacio para la médula 6sea y los vasos sanguineos, pero tiene una resistencia
a la compresion mucho menor que el hueso cortical (compacto), un tejido con menor
porosidad (5-10% en peso) que le proporciona gran dureza y resistencia. Finalmente, el

nivel 7 describe el hueso como un érgano completo.?
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1.1.2. El Apatito

Como ya se ha mencionado, entre los diferentes CaPs, el Ap es el principal
constituyente inorganico de huesos y dientes, pero ademas se forma en patologias como
calculos renales, salivales y lesiones ateroscleréticas.®’ Debido a su gran implicacion
biologica, el Ap ha sido ampliamente estudiado y utilizado para el desarrollo de
biomateriales. Sin embargo, las caracteristicas del Ap bioldégico son Ttnicas y

extremadamente complejas de replicar, lo que lo hacen un material escaso de alto valor.

El Ap biolodgico es una fase no estequiométrica, que presentan deficiencias en
iones Ca®" y grupos OH", ademas de una gran cantidad de sustituciones i6nicas en su
estructura cristalina como son un 4-6% de carbonato (CO3%), 0.9% de Na*y 0.5% de
Mg?" entre otras. Estas sustituciones provocan defectos en la superficie y estructura del
Ap, los cuales afectan los pardmetros de la red cristalina, su cristalinidad, morfologia,
solubilidad y estabilidad térmica. De hecho, la superficie cristalina del Ap bioldgico rara
vez es lisa, lo cual también esta relacionado con su importancia bioldgica. Una elevada
rugosidad permite aumentar la unidon de proteinas en el proceso de mineralizacion ademas
de mejorar la biocompatibilidad, osteointegracion y tener efectos positivos en las

reacciones inflamatorias.

Los cristales de Ap tienen un tamafio nanométrico, lo que, sumado a las
deficiencias io6nicas, le proporcionan una mayor solubilidad en agua que la del
hidroxiapatito [HA, Caio(PO4)s(OH)2], la fase estequiométrica mas estable de la serie de
CaP. Otra caracteristica fundamental del Ap es la presencia de una capa superficial
hidratada de naturaleza no apatitica relacionada con el proceso de maduracion del Ap.
Una mayor solubilidad y la presencia de una capa hidratada son fundamentales para
reacciones de intercambio y adsorcion de iones, lo que permite su interaccion con
macromoléculas y farmacos. De este modo el Ap actia como un "reservorio" de iones
garantizando los procesos de regulacion y homeostasis. Debido a estas propiedades, el
hueso es un tejido vivo, lejos de ser inerte, que continuamente experimenta procesos de

remodelacion y reparacion.®

La importancia, pero a su vez escasez del Ap biologico, ha levantado un gran
interés en el estudio de los CaPs y Ap sintético. De hecho, afios de investigacion y

caracterizacion de este tipo de minerales, han demostrado una alta biocompatibilidad,
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biodisponibilidad y bioactividad, ademas de la ausencia de toxicidad o respuestas
inflamatorias e inmunoldgicas. Estas excelentes propiedades bioldgicas pueden ser
potenciadas cuando el Ap sintético presenta caracteristicas biomiméticas, es decir
dimensiones, morfologias, caracteristicas (nano)estructurales y quimicas similares a las
del Ap biologico. Aunque se han desarrollado diferentes estrategias para la sintesis de
Ap, la obtencion de Ap biomimético y nanocristalino sigue considerandose un desafio

cientifico y tecnolégico.”!°

En este contexto, los materiales hibridos basados en Ap pueden tener un potencial
enorme en el tratamiento de lesiones y enfermedades 6seas, actuando como vehiculos
transportadores de farmacos, como materiales de contraste en la obtencion de imagenes
médicas y bioldgicas, o en el recubrimiento de superficies de implantes, o como material

de refuerzo en composites poliméricos (Figura 1.2).!!

Carbonate
apatite

Drug delivery

Figura 1.2. Diagrama esquematico de las aplicaciones del Ap biomimético. La autoria de la

imagen pertenece a Yotsova et al.'!
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1.1.2.1. Aplicaciones del apatito

1.1.2.1.1. Nanosondas para imagen de contraste

Debido a la excepcional reactividad del Ap su tamafio nanométrico, estas
nanoparticulas presentan gran potencial en aplicaciones de bioimagen actuando
nanosondas. En particular, el uso de Ap dopados con iones lantanidos, como el europio
(Eu) o el terbio (Tb) permite la mejora del contraste de imagen mediante luminiscencia.'*
4 Los sistemas basados en iones lantanidos presentan algunas ventajas sobre otros
materiales luminiscentes, ya que que no presentan problemas asociados al fotoblanqueo
(a diferencia de las tintas organicas como la fluoresceina, la proteina fluorescente verde
o la rodamina), ni efectos de fotoparpadeo como ocurre en los guantum dots. Al igual que
estos ultimos, los iones lantanidos permiten seleccionar diferentes colores de
luminiscencia variando el elemento dopante, por ejemplo, verde para el Tb*"y rojo para
el Eu**. Ademas, los iones lantanidos presentan un espectro de fluorescencia con bandas
de emision estrechas, una alta estabilidad fotoquimica y un tiempo de vida media de la
luminiscencia suficientemente largo, todo ello sumado a la posibilidad de excitar las
nanoparticulas con longitudes de onda de baja energia, lo que permite su uso en el estudio

de tejidos y células sin afectarlos.'®!1>:10

Para el desempefio de estas funciones, el desarrollo de nAp con un tamafio medio
inferior a 100 nm es por lo general un requisito, ya que permite la internalizacion celular,
aumenta el tiempo de circulacion en la sangre y evita efectos secundarios perjudiciales
debido a la inoculacion sistémica. Diversos estudios han reportado la preparacion de
suspensiones coloidales de nAp dopados con elementos luminiscentes, formadas por
nanoparticulas de tamafios promedio en el rango de 30 a 100 nm. Las nanoparticulas
presentaban un tiempo de vida de luminiscencia alto y una intensidad de luminiscencia
mayor comparada con la autoflorescencia intrinseca de los tejidos biologicos (Figura
1.3).!7 También se han reportado datos de luminiscencia utilizando nAp funcionalizadas
con moléculas fluorescentes tipicas. Por ejemplo, se lograron observaciones en el
espectro infrarrojo cercano utilizando nAp dopadas con el verde de indocianina.'® En este
caso, los autores informaron que las particulas podian acumularse en tumores de
adenocarcinoma de mama en un modelo de raton, demostrando asi las prometedoras

aplicaciones de estas nanoparticulas en el campo de la imagen de contraste.
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Figura 1.3. Nanoparticulas de HA dopadas con citrato y Tb** ¢ imagenes de sus propiedades
luminiscentes macroscépicas y microscopicas testadas in vitro. La autoria de la imagen pertenece

a Wang et al."
1.1.2.1.2. Administracion de farmacos

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las nAp pueden utilizarse para el
transporte de numerosas moléculas con actividad biologica, incluyendo proteinas,
aminoacidos, antibidticos, factores de crecimiento, moléculas luminiscentes,

19-23 Como

fluorescentes y por supuesto, una amplia variedad de farmacos.
transportadores de fAirmacos, los nAp presentan una serie de ventajas como son su alta
biodegradabilidad y biocompatibilidad; son mas solubles y menos toxicas que la silice,
los quantum-dots, los nanotubos de carbono o las particulas magnéticas; son mas estables
y robustas que los liposomas, lo que los predispone para una entrega de medicamentos
mas controlada y fiable; pueden contener mayores cantidades de farmacos debido a su
elevada area superficial; la solubilidad de las nAp es mayor en medios acidos, tipicamente
encontrados en endolisosomas, tumores y ciertas patologias, lo que permite una entrega
de farmacos especifica y pH-dependiente; son capaces de permeabilizar la membrana
celular y penetrar en las células.**?’ Otra ventaja importante es el bajo coste de su
produccion y su excelente capacidad de almacenamiento (no sujetos a degradacion
microbiana). A diferencia de la mayoria de nanoparticulas ceramicas, los nAp pueden

prepararse in situ, en condiciones ambientales, y con una amplia variedad de morfologias

(esferas, placas, varillas, fibras) y composiciones.
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Por lo general, las moléculas cargadas negativamente tienden a unirse a los lugares
donde se disponen los iones Ca?*, mientras que aquellas moléculas cargas positivamente
a los sitios de PO4™. Ademas, los farmacos también pueden interaccionar con las nAp
mediante fendmenos de adsorcion superficial, sin embargo, se debe tener en cuenta que
los fendmenos de adsorcion y liberacion estan afectados en gran medida, no solo por las
propiedades quimicas de la molécula, sino también por las caracteristicas quimicas y
estructurales del Ap.2*3° Por ejemplo, la tasa de liberacion del cisplatino (firmaco
anticancerigeno) puede ser controlada mediante el uso de nAp con diferente grado de
cristalinidad, de forma que, un mayor grado de cristalinidad induce una liberacion rapida,

mientras que menor grado de cristalinidad, conduce a una tasa de liberacion mas lenta. 3!
1.1.2.1.3. Recubrimiento y funcionalizacion de superficies

Los tejidos duros en general, y el hueso en particular, presentan excelentes
propiedades mecanicas lo que les permite estar constantemente sometidos a altas
tensiones y esfuerzos. Tal y como conocemos, el Ap es un material que puede integrarse
en tejidos vivos ya que sufre procesos de remodelacion dsea y apoya la adherencia,
integracion y proliferacion de células de la matriz 6sea. Aun asi, el Ap por si solo, presenta
graves limitaciones como biomaterial de carga, ya que se trata de un material fragil y
poco resistente. Estas deficiencias se acentlian ain mas en materiales con altos grados de
porosidad, lo cual es un requisito imprescindible para que se produzca una adecuada

vascularizacion y migracion celular.

Una de las principales estrategias para solventar este problema es el uso del Ap
como recubrimiento de superficies. En este procedimiento, se crea un material hibrido,
denominado composite, que combina las propiedades biologicas del Ap y las propiedades
mecanicas de un material de refuerzo. Los recubrimientos de implantes ortopédicos y
dentales con Ap fueron introducidos por Degroot y Geesink en 1987 y, desde entonces,
se han publicado numerosos trabajos sobre las propiedades osteoconductoras de estos
recubrimientos (la osteoconduccion se refiere a la capacidad de un biomaterial para
soportar el crecimiento de células dseas sobre su superficie).>>*? Entre los materiales de
refuerzo, el titanio es el material lider en el campo de la cirugia ortopédica y dental,
ofreciendo una solucion fiable y duradera para restaurar la funcion y la movilidad. 343°

Sus principales ventajas se centran en la excepcional resistencia mecanica, asi como su

flexibilidad y resistencia a la corrosiéon que permiten que los implantes se ajusten
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comodamente a la anatomia del paciente, minimizando el riesgo de fracturas y
proporcionando estabilidad a largo plazo.’** El Ap depositado sobre la superficie del
titanio induce un mayor contacto hueso-implante, mejorando la fijacion y facilitando el
puenteado de pequefias brechas. En este proceso, la formacion 6sea es bidireccional, ya

que ocurre tanto desde el tejido circundante como desde la superficie del implante.***!

Ademas del titanio, los polimeros naturales han sido ampliamente investigados
para su uso como material de refuerzo. Entre ellos destacan el colageno, la celulosa,
alginato y quitosano. Estudios de sintesis de composites nAp/Colageno e HA/Colageno
demostraron una excelente capacidad para el tratamiento de defectos dseos, con
excelentes resultados de vascularizacion, deposicion mineral y proliferacion celular.*> 44
Sin embargo, también revelaron las pobres propiedades mecanicas de los polimeros
naturales, lo cual lleva a la necesidad de introducir otros componentes en la formulacién

como pueden ser celulosa bacteriana, iones metélicos, G, GO, o CNT que permitan

reforzar la estructura del composite (Figura 1.4).%

Chitosan

Collagen

Figura 1.4. Nucleacion de iones calcio y fosfato para la precipitacion de HA, mediante un método
biomimético sobre andamios porosos 3D de colageno/CNT de paredes multiples

funcionalizado/quitosano/hidroxiapatito. La autoria de la imagen pertenece a Tiirk e al.*®
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La escasez de polimeros naturales que puedan ser utilizados para estas
aplicaciones, ha llevado a la preparacion de polimeros sintéticos como son el acido poli-
lactico (PLA), poli-lactico-co-glicélico, polietilen glicol o policaprolactona. Este tipo de
polimeros suelen presentar propiedades mecanicas excepcionales, sin embargo, el origen
sintético de los mismos merma gravemente sus propiedades biologicas, por lo que la
combinacion con CaPs es un paso fundamental para su viabilidad en aplicaciones de
ingenieria tisular. Un claro ejemplo del potencial de estos materiales multicomponente es
el uso de andamios 3D de HA/PLA como biorreactor de implantacion dsea; el estudio
demuestra la formacion de tejido o6seo especifico y vascularizado gracias a la
incorporacién de células madre de la médula 6sea en el compuesto, con posterior
diferenciacion, expresion de genes relacionados con la regeneraciéon Osea,

neovascularizacion y formacion de tejido 6seo.*68

Por otro lado, gran cantidad de investigaciones se han centrado en el uso de
materiales derivados del grafeno como materiales de refuerzo para la generacion de
composites de tamafio nano y micrométrico. El grafeno, es un material disruptivo,
formado por una unica lamina de 4&tomos de carbono, siendo considerado "la madre de
todas las formas grafiticas del carbono".** Los 4atomos de carbono estidn unidos por
solapamiento y enlaces hibridos sp2 de alta estabilidad que son la clave de sus
excepcionales caracteristicas: masa efectiva cero, excelente conductividad térmica,
rigidez extrema, tenacidad a la fractura, impermeabilidad a los gases, alta movilidad
eléctrica y transparencia optica. Ademads, los materiales derivados del grafeno, como los
fulerenos, el GO o los CNTs, permiten ampliar en gran medida el nimero de composites

y sus aplicaciones.’%!

Sin embargo, la obtencion de grafeno y sus derivados es una tarea realmente
compleja que conlleva reactivos costosos, uso de solventes orgdnicos y rendimientos de
reaccion muy bajos. Por este motivo, la forma mas comun de utilizar estos materiales, es
el uso de grafeno multicapa (G) exfoliado a partir del grafito, lo que alivia los costes y
tiempos de sintesis del material. Algunos estudios reportan como la formacién de
composites de G/HA y GO/HA permiten mantener intacta la estructura laminar de estos
materiales, mientras se incrementa hasta un 80% la resistencia a la fractura del Ap

depositado. 323

41



1.1.2.2. Métodos para la sintesis de apatito

Dorozhkin’ realizé una profunda revision sobre las metodologias mas empleadas
para la sintesis de Ap. Todas estas técnicas tienen una serie de caracteristicas que se deben
tener en cuenta, ya que determinardn la formacion de Ap con tamafos de particula,

morfologias y propiedades diferentes. De forma general, las técnicas de cristalizacion de

54,55 1 56

Ap se pueden resumir en: precipitacion quimica en medio acuoso, sintesis sol-ge

coprecipitacion,”’ sintesis hidrotermal,*®> precipitacion rapida o continua a partir de una

63-65 66,67

solucion,® sintesis mecénico-quimica,®!*% difusion de vapor 7% y electrospray °¢7 entre

otras.

En funcién del control de la estructura y la morfologia del Ap, los métodos de

cristalizacion se pueden dividir en métodos de alta y baja temperatura.

La sintesis a alta temperatura generalmente implica la homogenizacion de los
materiales precursores, como el Ca3(PO4)2 y Ca(OH), y su tratamiento (calcinacion) a
temperaturas cercanas a 1000 °C. La ventaja en este tipo de metodologias, es la
posibilidad de establecer la estequiometria final del producto, mientras que los largos
tiempos de procesamiento, las altas cantidades de energia requeridas y la dificultad para
producir cristales uniformes y nanométricos son sus mayores desventajas. Al emplear este
método, la relacion Ca/P es un parametro crucial; de hecho, si la relaciéon molar inicial de

Ca/P no est4 bien ajustada a 1.67, podrian aparecer otras fases como el B-TCP o Ca0.%®

Los métodos de sintesis a menor temperatura, implican la precipitacion del Ap
desde una solucion. Estas metodologias si que permiten producir cristales nanométricos,
aunque también suelen aparecer fases transitorias y metaestables en el producto final. Uno
de los modelos mas aceptados para explicar la precipitacion de los diferentes CaPs es el
modelo de Ostwald-Lussac, que predice una mayor tasa de nucleacion para la fase menos
estable. Este modelo define que un ACP sera la primera fase en precipitar, seguida de la
transformacion a OCP y luego a HA y Ap, por lo que en este tipo de metodologias se
requieren largos periodos de sintesis para obtener una fase apatitica estable y madura. El
producto de estas reacciones suele ser Ap con un marcado caracter biomimético,
presentando baja cristalinidad, desorden i6nico en la superficie y desajuste
estequiométrico.®’® Ademas, el hecho de realizar sintesis en solucién, permite introducir

nuevos parametros en la formulacion para modificar las propiedades del Ap. Un ejemplo
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claro es el estudio de Delgado-Lopez et al. En el que se han preparado nAp
funcionalizadas con citrato con longitudes medias que van de 20 a 100 nm mediante un
método de descomplejacion térmica (Figura 1.5).”' Este método de cristalizacion
consiste en la descomplejacion térmica de soluciones metaestables de
calcio/citrato/fosfato/carbonato que origina una liberacion gradual y homogénea de iones
Ca?" en la solucion, lo que produce la precipitacion de nAp. Ademas, se demostrd que el
tiempo de maduracion del Ap y la presencia de aditivos como grupos carbonatos y citrato
en la solucion desempefian un papel fundamental en las propiedades fisicoquimicas y

morfologicas del Ap.

carbonate-apatite core
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Figura 1.5. nAp biomiméticas obtenidas mediante descomplejacion térmica de soluciones de

calcio/citrato/fosfato/carbonato. La autoria de la imagen pertenece a Delgado et al.”'
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Las metodologias de sintesis descritas hasta el momento, dan lugar a nAp con
propiedades personalizadas. Sin embargo, cuando el objetivo es la deposicion de Ap para
la funcionalizacién de materiales, el mayor problema que se presenta es la fuerza de union
entre el revestimiento de Ap y la superficie. En esta situacion, las metodologias empleadas

deben asegurar una union firme y duradera entre ambas fases.

Hasta la fecha, el método mas exitoso para aplicar revestimientos de CaPs, sobre
implantes de titanio principalmente, ha sido la técnica de proyeccion por plasma (Figura
1.6),”>7® debido a su alta tasa de deposiciéon y su capacidad para recubrir grandes
superficies. En esta metodologia se hace pasar un gas inerte a través de un arco eléctrico
de alta energia creado entre catodo y un anodo. De este modo la corriente eléctrica ioniza
el gas formando un plasma. En este plasma de alta temperatura, se adicionan las particulas
de CaPs que se funden y son dirigidas hacia el sustrato a mineralizar.” La temperatura
del plasma, la naturaleza del gas, el tamafio de particula y la naturaleza quimica del polvo
ceramico son pardmetros fundamentales que tendran un impacto en la calidad del
recubrimiento. La principal desventaja de esta técnica es que el mineral depositado es
muy diferente al Ap bioldgico, debido a cambios y morfologias inducidas por la accion

del plasma.”™
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Figura 1.6. Recubrimiento de HA de una protesis de titanio mediante deposicion por proyeccion

de plasma. La autoria de la imagen pertenece a Singh et al.”

Existen otro tipo de enfoques mas novedosos que buscan obtener un
recubrimiento con propiedades biomiméticas.”®’’ Estas técnicas se basan en la
precipitacion heterogénea del Ap, ya sea a partir de una solucion que simula el fluido
corporal, o mediante técnicas de sintesis hidrotermal. La desventaja es que se requieren
superficies funcionalizadas capaces de inducir la nucleacion del Ap, asi como elevados
tiempos de maduracion. Lie ef al. utilizaron dopamina para funcionalizar GO reducido
antes de la mineralizacion con HA para generar composites con excelentes propiedades

biolégicas y mecénicas.”® Otro estudio sobre la precipitacion quimica in situ de Ap sobre
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GO, ha demostrado que la formacioén de nanocomposites permite mejorar las propiedades
mecanicas del Ap, siendo estos aplicables para el recubrimiento de implantes y protesis,
lo que a su vez mejora las propiedades mecanicas y la resistencia a la corrosion del

implante (Figura 1.7).”
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Figura 1.7. Etapas del procedimiento para la deposicion in situ de Ap sobre superficies de GO.
(a,b) Funcionalizacion de la superficies de GO, (c¢) Crecimiento in situ de Ap nanocirstalino sobre

GO, (d) Tratamiento hidrotermal para la deposicion del composite sobre implantes metalicos. La

autoria de la imagen pertenece a Wu et al.”’

Un paso mas en este tipo de metodologias es la precipitacion de Ap inducida por
difusion de vapor, una metodologia desarrollada por Gomez-Morales ef al. para preparar
nAp con propiedades biomiméticas usando cristalizadores en gota denominados “setas de
cristalizacion”.®" En este caso, una solucion de NHsHCOs3 se descompone en NH3 y COx.
Estos gases difunden a través de gotas de solucion de composicion Ca(CH3COO)2 mas
NH4H2POs presentes en la camara de cristalizacion, elevando el pH. Ello provoca la
liberacion de iones Ca®" a partir de los complejos Ca(CH3COO) y produce la nucleacion
del apatito. Diferentes estudios se han llevado a cabo con esta metodologia, demostrando

la precipitacion de nAp con propiedades biomiméticas.
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Es importante no comparar directamente las propiedades y rendimientos de las
técnicas de sintesis de Ap, ya que, clinicamente, cada aplicacion demanda unos requisitos
especificos. En este sentido, se debe elegir la técnica mas apropiada para generar el Ap

con las caracteristicas necesarias para cumplir el objetivo marcado.
1.1.3. Reparacion de tejidos 0seos

Los procesos de regeneracion dsea estan intimamente relacionados con el sistema
inmunitario innato, y van asociados a una respuesta inflamatoria aguda. Cuando se
produce un estimulo lesivo, el sistema inmunitario innato se activa para restablecer el
equilibrio interno del cuerpo.®’*? En este ejercicio, las células locales y circulantes,
especialmente de la linea mononuclear/macrofago, actian como guardianes celulares que
detectan y responden de manera inmediata para atenuar el dafio. Una vez eliminados los
estimulos adversos (como puede ser el caso de una infeccion), los macrofagos sufren un
proceso de polarizacion en el que se transforman a un fenotipo celular pro-cicatrizante.
Mediante la liberacién de citoquinas, quimiocinas y otros factores que promueven la
angiogénesis y el reclutamiento de células madre mesenquimales y osteoblastos, los
macrofagos regularan la respuesta inflamatoria y lideraran la regeneracion del tejido. Este
proceso es tan complejo, que, a pesar de las décadas de estudio, todavia no se conocen
con exactitud los mecanismos y relaciones que existen entre las células involucradas en
el proceso inflamatorio y las células del tejido 6se0.®*® La figura 1.8 es una

representacion esquematica de las relaciones conocidas entre estos sistemas.
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Figura 1.8. Relaciones entre las células inflamatorias y 6seas. La autoria de la imagen

pertenece a Loi ez al.%?

1.1.3.1. Etapas de la regeneracion dsea

El proceso de regeneracion dsea se produce en multiples etapas de respuesta
escalonada, cuyo objetivo es un aumento gradual en la estabilidad mecanica del lugar
afectado que se logra reemplazando progresivamente los tejidos fragiles y provisionales
con otros mas estables y duraderos, alcanzando un punto en el que se permite la

vascularizacion y la mineralizacion.36%7

Las primeras etapas en la regeneracion de fracturas son la formacién de un
hematoma seguida por una inflamacion aguda, debido a la interrupcion de la

vascularizacion local.®®

Tanto el hematoma inicial de la fractura como la reaccion
inflamatoria aguda subsiguiente, son criticos para la curaciéon de la fractura.®>*° Los
neutréfilos (primeras células proinflamatorias en aparecer) secretan mediadores
inflamatorios y quimiotacticos, como IL-6 y CCL2, que reclutan la segunda oleada
celular, monocitos y macrofagos. Los macrdfagos eliminan la matriz de fibrina

provisional y las células necréticas mediante fagocitosis, mientras que los osteoclastos

derivados de los monocitos resorben fragmentos dseos necroticos del hueso fracturado.
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Ademas de eliminar los desechos celulares de la matriz extracelular, los macréfagos
secretan un repertorio de mediadores inflamatorios y quimiotacticos, como el factor de
necrosis tumoral alfa, IL-1pB, IL-6 y CCL2, que inician el reclutamiento de fibroblastos,
c¢lulas madre mesenquimales y células osteoprogenitoras que lideraran la diferenciaron
celular y la produccion de matriz extracelular. Ademas de estas citoquinas también se
producen diferentes factores de crecimiento que estimulan la formacion de endotelio
vascular y la reabsorcion plaquetaria del hematoma inicial. Como resultado, el hematoma
inicial de la fractura y la reaccion inflamatoria aguda desaparecen en torno a una semana
después de la fractura y son reemplazados por tejido granulado rico en células
mesenquimales proliferativas y neovasos sanguineos incrustados en una matriz de

colageno desorganizada.®!

Debido a la poca vascularizacion, el tejido local es hipdxico. La baja presion de
oxigeno y otras sefiales microambientales derivadas de los macrofagos, promueven la
diferenciacion de células madre mesenquimales a condrocitos. Los condrocitos producen
cartilago que finalmente se extiende por toda la brecha de la fractura conectando los
extremos del hueso fracturado varias semanas después de la lesion. Este tejido
cartilaginoso es cominmente conocido como callo blando y proporciona estabilidad
mecanica inicial para la fractura, ademas de servir como soporte la posterior formacion
Osea. Al mismo tiempo que se desarrolla el callo blando, en las areas circundantes que
tienen mejor suministro sanguineo y mayor estabilidad mecénica, avanza la formacion
Osea. Tipicamente, esta formacion 6sea comienza en la capa interna del periostio a cierta
distancia del sitio de la lesion, avanzando progresivamente hacia la fractura. En estas
etapas, se observa un aumento del flujo sanguineo en las zonas de la lesion, acompanado
de la diferenciacion de las células osteoprogenitoras en osteoblastos y la deposicion de
hueso sobre el callo. Esta etapa de curacion de fracturas comiinmente se conoce como la

formacion de callo duro.”>”?

A medida que avanza el proceso de mineralizacion del cartilago, la estabilidad
mecanica del sitio de la fractura aumenta, alcanzando finalmente la estabilidad suficiente
para soportar cargas fisioldgicas de manera independiente; tipicamente, esta etapa se
alcanza varias semanas o meses después de la lesion. Finalmente, tanto el tejido 6seo
inmaduro como la matriz de cartilago subyacente son eliminados por los osteoclastos,

iniciando el proceso de remodelacion que restablece la estructura oOsea tipica y
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jerarquizada ya explicada en apartados anteriores.’”?? Este proceso queda esquematizado

y resumido en la figura 1.9.%°
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Figura 1.9. Etapas del proceso de regeneracion 6sea en fracturas tipicas. La autoria de la

imagen pertenece a Einhorn ez al.”°

1.1.3.2. Problemas asociados a la inflamacion

El proceso de regeneracion 6sea puede fracasar bajo condiciones adversas, lo que
resulta en una dolorosa falta de uniéon o pseudoartrosis. Tal y como se ha descrito, la
inflamacién es un proceso crucial para la eliminacion de patogenos y el mantenimiento
de la homeostasis.”* El problema surge cuando los estimulos proinflamatorios persisten,
dando lugar a un estado de inflamacidn cronica. Esta respuesta inflamatoria, destaca por
la secrecion continua de citoquinas y otros factores que promueven la destruccion del
tejido en formacion y una homeostasis alterada, perjudicando al proceso de cicatrizacion.
Aunque el procedimiento de regeneracion Osea ha sido explicado en base a una fractura,
estos problemas se presentan en todo tipo de enfermedades Oseas que acarrean un proceso

inflamatorio, como son la osteoartritis, el osteosarcomas y los defectos 6seos.”
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1.1.4. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINESs)

1.1.4.1. Descripcion y clasificacion

Desde el descubrimiento de la aspirina (4cido acetilsalicilico) por Felix Hoffmann
en 1897, los AINEs han gozado de un gran éxito en la industria farmacéutica,” llegando
a representar actualmente el 5% de todos los medicamentos recetados.”® Un AINE tipico
consiste en un anillo aromatico unido a grupo funcional 4cido (acido carboxilico, enol).
A partir de esta forma basica, derivan el resto de AINEs, los cuales pueden clasificarse
segln su estructura en, salicilatos (derivados del acido salicilico), derivados de acidos
arilicos y heteroarilicos, derivados de acidos acéticos de indol/indeno, antranilatos y

oxicams (4cidos endlicos) (Figura 1.10). *’
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Figura 1.10. Clasificacion de los AINEs en funcion de su estructura molecular y ejemplos de

cada categoria. La autoria de la imagen pertenece a Bindu et al.”’

Los AINEs se utilizan principalmente para el tratamiento de dolor y afecciones
inflamatorias como los traumatismos, la osteoartritis, la artritis reumatoide y las

condiciones quirurgicas postoperatorias. El mecanismo de accion general de estos
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farmacos se centra en la inhibicion de las enzimas reguladoras PGHS-1 y PGHS-2
involucradas en la biosintesis de prostaglandinas, moléculas fundamentales para el
desarrollo de los procesos inflamatorios.”®” Por otro lado, los AINEs también son
ampliamente utilizados como analgésicos y antipiréticos, sustituyendo a farmacos
opioides y sus derivados que generan graves problemas de adiccion.'® Ademas, hay
estudios que demuestran el potencial de los AINEs en el tratamiento de enfermedades
complejas como el Alzheimer (al suprimir la neuroinflamacion y la pérdida de memoria)

o el cancer.'01-103

A pesar de su vasta utilidad terapéutica, los AINEs presentar multiples efectos
secundarios derivados de una alta dosis o el uso prolongado en enfermedades cronicas.
La toxicidad gastrointestinal, el riesgo cardiovascular, lesiones renales y hepatotoxicidad,
asi como la hipertension y otros trastornos menores son los principales efectos
secundarios de estos farmacos.!**1% Al igual que la mayoria de farmacos en desarrollo,
los AINEs pertenecen a la clase II del sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB)
(Figura 1.11), caracterizada por una baja solubilidad y una alta permeabilidad. Sin
embargo, la solubilidad es una propiedad esencial que controla la biodisponibilidad y, en
ultima instancia, el efecto terapéutico del farmaco. Una solubilidad deficiente implica el
uso de mayores dosis para mantener la concentracion plasmatica terapéutica, lo que se
asocia con una mayor probabilidad de sufrir efectos secundarios, por lo general dosis-

dependientes.'%%107

Biopharmaceutics

Classification System (BCS) Drugs on the Market Drugs Candidates in the Pipeline

Classl | Class| 60-70%
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Figura 1.11. Sistema de clasificacion biofarmacéutica y porcentaje de farmacos comercializados

o en desarrollo que pertenece a cada clase. La autoria de la imagen pertenece a Ting et al.'”’
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1.1.4.2. Estrategias para la mejora de las propiedades de farmacos

La solubilidad es uno de los pilares fundamentales que permiten el uso y el

desarrollo de la actividad terapéutica de los farmacos administrados por via oral. Por ello

la mejora de esta propiedad es una de las grandes areas de investigacion durante el

desarrollo de nuevos medicamentos. Como se observa en la figura 11, més del 60% de

los candidatos a farmaco presentan una solubilidad deficiente, lo cual limita su avance en

las diferentes etapas antes de alcanzar el mercado. Para superar esta limitacion, existen

esfuerzos encaminados en el estudio y desarrollo de estrategias que permitan mejorar y

modular las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, entre ellas su solubilidad. La

tabla 1.2 recoge las principales estrategias utilizadas para este fin, asi como sus ventajas

y desventajas.

108,109

Tabla 1.2. Principales estrategias para la modulacién de las propiedades de farmacos.'”

Tipo Ventajas Desventajas
MMF Aumenta la solubilidad y la velocidad de disolucién Inestabilidad de las fases obtenidas, ya sea durante su
~ Sales del farmaco. almacenamiento o en el entorno bioldgico.
— Cocristales Facilidad de sintesis y bajo costo de los materiales La formacion de sales esta limitada a moléculas con grupos
crudos. ionizables.
Basados en farmacos ya conocidos.
Modificacié Mejora la solubilidad, la lipofilicidad y la absorcion La modificacion covalente de un farmaco implica el
(‘)l v 111: .accson mediada por transportadores. estudio completo de la actividad de la nueva molécula.
uimi

Mayor posibilidad de formacion de subproductos y falta de
estabilidad quimica.

Disrupcion de la cristalinidad y el polimorfismo del estado
solido.

Disminucion de

Reduccion de la degradacion del farmaco.

Problemas de agregacion.

tamafio Factibilidad de formular un farmaco en diferentes Uso excesivo de excipientes y estabilizadores, lo que
formas de dosificacion. afecta a la biodisponibilidad del firmaco y su actividad.
., Aumenta la solubilidad y la velocidad de disolucién El farmaco amorfo es poco estable y tiende a recristalizar
Amorfizacion

Reduce la aglomeracién/cristalizacion.

en una forma cristalina de baja energia.

Se requiere miscibilidad entre el farmaco seleccionado y
las matrices poliméricas.

Modificacion del
medio

— Ajustes de pH
— Co-solventes

Estrategia simple y ttil para el ajuste de la solubilidad
de fArmacos ionizables.

La presencia de un co-solvente puede proporcionar
solubilizacion adicional para soluciones de farmacos
donde la manipulacion del pH no es suficiente.

El efecto a largo plazo en la estabilidad del farmaco.
La distorsion del pH fisiologico.

La tendencia a la precipitacion y la incompatibilidad al
diluir.

El uso de co-solventes se limita a relativamente pocos
disolventes. Existe riesgo de precipitacion al diluir.

Puede alterar el pH y la fuerza de los amortiguadores que
se encuentran en una formulacion de farmaco.
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Tabla 2 (cont.). Principales estrategias para la modulacion de las propiedades de fArmacos.'”

Tipo

Transporte de
farmacos

— Micelas
— Nanoparticula
— Liposomas

Ventajas

Su nucleo hidrofébico actia como un reservorio para
farmacos lipofilicos.

Facilidad de modificaciéon quimica y capacidad de
respuesta a estimulos.

Aumento de la solubilidad de farmacos lipofilicos,
estabilidad mejorada de los farmacos, liberacion
sostenida de farmacos, proteccion de la carga del
farmaco contra la actividad enzimatica, retencion
prolongada en el tracto gastrointestinal, mejora de la

Desventajas

Desintegracion de las micelas debido a su dilucion después
de la administracion oral.

Inestabilidad in vivo por debajo de la concentracion
micelar critica.

Baja carga de farmaco.

Desafios en la biocompatibilidad y seguridad de los
portadores poliméricos.

Toxicidad como resultado de la alta acumulacion tisular de

mucoadhesividad, superacion de la resistencia a nanoparticulas no biodegradables.
multiples farmacos, potencial para dirigirse a células

especificas. Dificultades para optimizar los parametros del proceso y
para escalar la produccion a un producto farmacéutico.

No inmunogénico, biocompatible, puede estimular la
secrecion de sales biliares, fosfolipidos y colesterol,
que forman vesiculas y micelas que luego facilitan la
absorcion de farmacos.

Baja estabilidad y corta vida util.

Escalable.

1.1.5. Materiales multicomponente farmacéuticos (MMFs)

1.1.5.1. Definicion y clasificacion de los MMF's

De las estrategias presentadas, y siguiendo la tematica principal de esta tesis
doctoral, nos centraremos en el uso de la ingenieria cristalina para la obtencion de MMFs,
principalmente sales y cocristales, que permitan modular las propiedades de farmacos
AINEs. El uso de MMFs es una estrategia con un gran potencial para modificar las
propiedades fisicas y farmacologicas de un API, lo que los ha llevado a ser ampliamente
estudiados en la industria farmacéutica desde principios del siglo XXI. Estos materiales
se definen como solidos cristalinos estequiométricos constituidos por dos o mas
componentes, de los cuales al menos uno es un APL!'%!!? Los otros componentes, que
cocristalizan en la estructura cristalina, se denominan coformadores (del inglés coformer
= cocrystal former). Las moléculas coformadoras deben tener una seguridad reconocida
por agencias reguladoras como la Food and Drug Administration (FDA) o la European
Medicines Agency (EMA)."'*!11* Las interacciones no covalentes que ocurren entre el API
y el coformador permiten definir una nueva estructura cristalina que presentara
propiedades unicas y diferentes a la de sus componentes, ya sea en términos de
solubilidad, velocidad de disolucion, estabilidad, higroscopicidad o punto de fusion, entre

otras.
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La principal ventaja de estos materiales radica en que los enlaces intermoleculares
no modifican covalentemente la estructura quimica del API, por lo tanto, permiten
modular sus propiedades, sin afectar a su actividad farmacolégica. Ademas, estos solidos
son reconocidos como nuevos materiales, por lo que se pueden utilizar para extender la

proteccion intelectual (PI) de fArmacos cuya patente haya expirado.!!>11¢

Existen diferentes tipos de MMFs, los cuales se pueden clasificar en sales,
cocristales y solvatos, mientras que la combinacion de estos permite desarrollar MMFs
de mayor complejidad, tal y como representa la figura 1.12.!'7 El tipo de material, su
estructura cristalina y las sus nuevas propiedades, pondran de manifiesto la mejora o no,

de un farmaco concreto.

Figura 1.12. Sistema de clasificacion de los MMFs (S=s6lido, L=Liquido).'!”
1.1.5.2. Propiedades afectadas por la formacion de MMFs

La formacion de un MMF resulta en una nueva estructura cristalina
completamente diferente e independiente de cualquiera de los materiales de partida, lo
que a su vez resulta en un nuevo conjunto de propiedades fisico-quimicas y farmacéuticas.
Predecir dichas propiedades a partir del estudio de la estructura cristalina, es hoy dia un
reto cientifico. Sin embargo, esta limitacion no influye en la capacidad de los MMFs para

modular e incluso mejorar diferentes propiedades de un farmaco.
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Hasta la fecha, la utilidad mas prolifica de los MMFs ha sido mejorar la
solubilidad del API que los compone. Como ya sabemos la baja solubilidad acuosa de los
farmacos es un grave inconveniente que, a menudo, impide que se cumpla el proposito
farmacéutico. Intrinsecamente, un MMF tendra una solubilidad diferente a la de sus
componentes ya que la estructura cristalina es diferente. Esta diferencia de solubilidad
puede ser tanto positiva como negativa. Una solubilidad mejorada, aumentara la
biodisponibilidad del medicamento, pero una mejora excesiva también puede ser
problemadtica, ya que puede llevar a soluciones sobresaturadas rdpidamente, lo que daria
lugar a fendmenos de precipitacion. Este tipo de situacion es muy comin en aquellos
materiales cuya solubilidad sigue un comportamiento de tipo spring-parachute (Figura
1.13),!"® caracterizado por una elevada solubilidad inicial, dominada por fendmenos
cinéticos, para una posterior estabilizacion termodindmica, en el valor de solubilidad de

equilibrio del APIL.

Amorphous drug
c
0
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st Ostwald's
S Law of
e Stages
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Cocrystal

l Crystalline drug
Stable morph
Time

Figura 1.13. Curva de solubilidad en un comportamiento spring-parachute. La autoria de la

imagen pertenece a Babu et al.!'®

Intimamente relacionada con la solubilidad, la velocidad de disolucion es un
pardmetro de suma importancia que determina el tiempo necesario para alcanzar la
concentracion minima efectiva de un farmaco. Por lo que su estudio determina las rutas

de administracion, la adsorcion y el metabolismo de los farmacos en el organismo.

56



Existen gran cantidad de ejemplos de sales y cocristales que alteran la solubilidad
y la velocidad de disolucion de un APL!%!18120 Cocristales de carbamazepina/acido
cindmico mostraron una mayor velocidad de disolucion, solubilidad y estabilidad en agua
en comparacion con la carbamazepina.'?! Por su parte, Arenas-Garcia et al. obtuvieron
varios cocristales de acetazolamida. En este estudio los cocristales con mayor velocidad
de disolucion fueron aquellos que mostraron la menor estabilidad, un resultado
interesante que indica que la disociacion del cocristal afecta positivamente a la velocidad

de liberacion de sus componentes.'??

Del mismo modo, los cocristales también tienen el potencial de reducir la
velocidad de disolucién y la solubilidad de los API, permitiendo una disolucion lenta y
controlada. Chen et al. utilizaron la cocristalizaciéon para reducir la velocidad de
disolucion de la ribavirina, un fAirmaco antiviral altamente soluble en agua. Estos autores
demostraron que la tasa de liberacion de ribavirina puede ser modificada en diferentes
grados, mediante la formacion de cocristales con diferentes coformadores, lo que puede

ayudar a reducir el efecto spring-parachute.'*

Por otro lado, propiedades fisicas como la estabilidad, también pueden ser una
limitacion en el desarrollo de nuevos medicamentos. Un fAirmaco debe ser estable frente
a agentes externos como la temperatura, la humedad, la luz y los cambios de p, de lo
contrario, podrian producirse alteraciones en su estructura, que den lugar a caracteristicas
desconocidas e inapropiadas. La cocristalizacion es una estrategia que permite la
estabilizacion de fArmacos reactivos, ya que las interacciones con el coformador son por
lo general termodindmicamente favorables, llevando a la estructura de menor energia, y
mayor estabilidad.'?* Un claro ejemplo de mejora de estabilidad, es el caso del clorhidrato
de metformina (MTF), un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de la diabetes
de tipo II. La MTF por si sola es una molécula muy bésica y reactiva, sin embargo, la
formacion de una sal con iones Cl', da lugar a una forma sdlida estable y de alto valor
farmacéutico. En el capitulo 4.3 de esta tesis doctoral se utilizara la reactividad de esta
molécula para la formacion de sales moleculares que permitan mejorar la solubilidad de

diferentes AINEs, a la vez que se estabiliza la MTF.!25-127
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La capacidad de compresion es otra propiedad que, aunque no critica, es muy
deseada por la industria farmacéutica, ya que el comprimido es la forma de
comercializacion mdas popular por su bajo costo de fabricacion, alta capacidad de
produccion, facilidad de consumo, almacenamiento y manipulacion. Sin embargo, hay
farmacos cuya morfologia y propiedades mecanicas no permiten la produccion de
comprimidos. La cocristalizacion permite modificar el habito cristalino del material y
mejorar propiedades de compresion, compactacion, resistencia a la traccion e incluso la

densidad.'?®

La creciente investigacion y el desarrollo de profundos conocimientos sobre las
enfermedades, ha demostrado una gran interconexioén entre las mismas. Este hecho,
provoca que, para abordar el problema de forma eficaz, sea necesario el tratamiento con
multiples fArmacos que tengan actividades combinadas, como suele ocurrir en trastornos
complejos como como el VIH, la osteoartritis, el Alzheimer, la diabetes o el cancer. Una
caracteristica intrinseca de los MMFs, es la capacidad de combinar multiples APIs en una
tinica fase, haciendo que el coformador sea un segundo APIL.'?° Los cocristales y sales
multifirmacos ofrecen todas las ventajas ya descritas, pero ademds permiten la
administracion conjunta de fArmacos para producir efectos combinados y sinérgicos que

potencian la actividad de los APIs.!30133

Una tltima, pero no menos interesante ventaja de los MMFs es la enorme
capacidad de generar propiedad intelectual (PI). La PI de nuevas ideas, invenciones,
procesos o productos, permite la exclusividad en la fabricacién y comercializacion de
productos farmacéuticos. La PI esta protegida por la ley, por ejemplo, mediante patentes,
derechos de autor y marcas registradas, que permiten obtener el reconocimiento y
beneficio financiero.'** La busqueda de nuevas formas sélidas de medicamentos ya
comercializados, proporciona la oportunidad de otorgar nueva PI sobre dichos
medicamentos y extender su ciclo de vida de patentes. La FDA ha emitido recientemente
una guia revisada sobre la clasificacion de los cocristales farmacéuticos, estableciendo
que, desde una perspectiva regulatoria, los nuevos cocristales se consideran andlogos a
un nuevo polimorfo del API, lo que promueve su patentabilidad como nuevas formas

solidas. 1313
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1.1.5.3. Interacciones no covalentes en MMFs

El estudio de las interacciones que se dan en los MMFs es fundamental para poder
establecer relaciones entre la estructura cristalina y las nuevas propiedades de estos
materiales.'*® De hecho, solo a través de una comprensién completa de los contactos
existentes serd posible predecir de manera fiable la estructura cristalina mas estable. Sin
embargo, incluso en la situacién de una prediccion fiable, parametros de nucleacion y
crecimiento cristalino pueden significar que la estructura mas estable no sea accesible

experimentalmente.!37-138

Un enfoque que permite simplificar las interacciones intermoleculares en
estructuras cristalinas es el estudio de sintones supramoleculares. Esta aproximacion,
busca patrones de interaccion que ocurren de forma recurrente, por lo tanto, son
reproducibles y permiten identificar motivos estructurales que actiian como ladrillos de
construccion para disefiar MMFs.!*? La figura 1.14 muestra un diagrama de los sintones

supramoleculares mas comunes en la formacién de sales y cocristales farmacéuticos.
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Figura 1.14. Sintones supramoleculares mas comunes en la formacion de sales y cocristales. La

autoria de la imagen pertenece a Berry et al.'"?
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Ademas de conocer los principales grupos funcionales implicados en la formacion
de MMFs, es necesario entender las propiedades de las interacciones que se establecen
entre estos, ya que determinaran las propiedades estructurales del material. Las
principales interacciones observadas en MMFs incluyen el enlace de hidrogeno,
interacciones de apilamiento C—H:-'mw y =---m, las interacciones de Van der Waals, las

interacciones dipolo-dipolo y el enlace haldégeno.

El enlace de hidrogeno, debido a su fuerza, direccionalidad y frecuencia en
moléculas organicas, es de lejos la interaccion mas importante en el disefio de sales y
cocristales farmacéuticos. La diferencia que se da entre estos materiales, radica en el
caracter i6nico del enlace, ya que en las sales se produce la transferencia de H". La
transferencia de un H' estd determinada por la electronegatividad de los grupos
involucrados en el enlace.'*%!*! Por ello, el pKa de los componentes suele utilizarse como
herramienta para la prediccion de la formacion de sales y cocristales. Empiricamente, una
diferencia entre el pKa de la base y el dcido (ApKa) > 3 conduce a la formacion de sales
(diferencia de electronegatividad alta, transferencia de H"), mientras que para moléculas
con un ApKa < 0 resulta en la formacion de cocristales. En el intervalo entre 0 y 3, la
formacion de una sal o un cocristal es impredecible, y estd determinada por los parametros
y las condiciones de sintesis.'** Los grupos funcionales que se implican en la formacion
del enlace de hidrogeno, determinaran las caracteristicas del mismo, en términos de
morfologia, direccionalidad, selectividad y naturaleza. Para clasificar y describir los
diferentes tipos de enlaces de hidrogeno Etter et al. 1*7-'*3 desarrollan el término de graph
set. Para asignar un graph set se debe identificar el nimero de tipos de enlaces de
hidrégeno presentes en la estructura. Los diferentes tipos de enlaces de hidrogeno se
definen por la naturaleza de los grupos aceptores y dadores que lo forman. El conjunto de
moléculas que estan unidas por un tipo de enlace de hidrogeno se denomina motivo. Estos
motivos se caracterizan por uno de cuatro designadores que indican si el motivo es infinito
o finito, y ciclico o no. Para los motivos generados a partir de enlaces de hidrégeno
intermoleculares, estos designadores son: C (cadena), R (anillo)y D (dimero u otro
conjunto finito). El designador S es utilizado para enlaces de hidrogeno intramoleculares.
Ademas del designador, el nimero de donantes (d) y aceptores (a) utilizados en cada
motivo se asigna como subindice y superindice, respectivamente. El tamafio o grado del

motivo se corresponde con el numero de a&tomos que forman la unidn y se indica entre
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paréntesis. Un ejemplo de interacciones de hidrogeno y sus correspondientes graph sets

se muestran en la figura 1.15.
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Figura 1.15. Graph set para diferentes motivos de enlaces de hidrogenos. La autoria de la imagen

pertenece a Etter et al."*’

Las interacciones dipolares son en general débiles y, aunque direccionales, no
determinan la formacién de un MMF como si lo hace el enlace de hidrogeno (es un tipo
de dipolo de mayor fuerza). Por ejemplo, las interacciones dipolares entre grupos
carbonilo (C=0) ocurren en solventes como la acetona. Esta naturaleza débil de las
interacciones dipolares de los C=0O se hace evidente cuando se compara el punto de
ebullicion de la acetona (56 °C) y el agua (100 °C), esta ultima formada mediante enlaces
por puentes de hidrogenos.'* Sin embargo, las interacciones dipolares presentan suma
importancia en el estudio de materiales s6lidos mediante técnicas de resonancia
magnética nuclear ya que proporcionan informacion sobre distancias intermoleculares y

orientacion.'®

Las interacciones de apilamiento m---w son fuerzas débiles que ocurren entre
anillos aromaticos enfrentados, lo que permite maximizar el contacto entre regiones
electronicamente ricas y electronicamente deficientes. Estas interacciones 7 m suelen
estar guiadas por la morfologia molecular y los impedimentos estéricos, siendo muy
importantes para estabilizar sistemas en los que hay anillos aromaticos. como son el caso
de la cafeina, la teofilina y los acidos benzoicos, conformadores ampliamente utilizados
).146,147

en esta area (Figura 1.16
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Figura 1.16. Interacciones tipo n---7 en cocristales de cafeina/acido benzoico. La autoria de la

imagen pertenece a Bucar er al.'*®

Un enlace similar a los enlaces de hidrogenos, es el enlace haldogeno. Estos se
forman por una interaccion entre el electron deficiente de un atomo haldégeno y un
"aceptor de enlace de halogeno" con facilidad para ceder electrones como puede ser un
par solitario de piridina.'*® Debido a su naturaleza relativamente "blanda", los enlaces
halégenos no tienden a competir con los enlaces de hidrégeno, aunque a menudo ocurren
simultaneamente en estructuras cristalinas. Los enlaces haldgenos se han utilizado en el
disefio de cocristales de 3-Yodo-2-propinil-N-butilcarbamato, un material utilizado
globalmente como conservante, fungicida y alguicida. Sin embargo, es un material dificil
de purificar y manipular debido a su naturaleza pegajosa. La formacion de sales utilizando
bipiridinas resulta en cocristales con propiedades que lo dotan de mayor manejabilidad

(Figura 1.17).'%

Figura 1.17. Enlace hal6geno en cocristales de 3-Yodo-2-propinil-N-butilcarbamato/bipiridina.

La autoria de la imagen pertenece a Baldrighi et al.'¥
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Ademas de las interacciones direccionales entre grupos funcionales, la estructura
cristalina esta altamente influenciada por interacciones débiles de Van der Waals, ya que
se dan entre todas las moléculas adyacentes, lo que resulta en la bisqueda de la posicion
mas estable. Las interacciones de Van der Waals y la forma molecular son las
contribuciones mas complejas de entender, controlar y predecir durante la formacion de
un MMF. En este contexto, las moléculas con morfologias “incémodas”, no suelen ser
complementarias y por lo tanto, son muy propensas a incorporar otros componentes
presentes en el medio de cristalizacion para llenar el espacio vacio y estabilizar la
estructura.'>® Este factor es una causa fundamental en la formacion de solvatos e hidratos,
ya que las moléculas de solvente suelen tener el tamafo y los grupos funcionales

necesarios para estabilizar este tipo de estructuras.'>!
1.1.5.4. Estrategias de sintesis de MMFs

En la sintesis de nuevos MMFs, parametros como la solubilidad de los reactivos
en el disolvente, sus grupos funcionales, la relacion estequiométrica entre el coformador
y el API, la temperatura, la agitacion (si la hubiera), el pH o incluso el tipo de material en
el que se realiza la sintesis, pueden ser diferenciales a la hora de una operacion exitosa.
Todos estos factores, sumados a los tipos de enlaces y sintones supramoleculares que
pueden darse en una estructura cristalina, hacen que la preparacion de un MMF sea un
proceso complejo, multietapa y empirico, en el que se deben tener en cuenta todos los
resultados, ya sean positivos o negativos. Las principales técnicas empleadas para la

obtencion de MMFs, se clasifican en sintesis en solucion y técnicas de sintesis en estado

s6lido.'3?
1.1.5.4.1. Sintesis en estado sélido

Dentro de las metodologias de estado solido, una de las mas comunes y basicas es
la sintesis por contacto. En este tipo de procedimientos, se busca la cocristalizacion
espontanea mediante el contacto intimo entre fases, sin aplicar fuerzas mecénicas
externas.!>»13* A pesar de su simplicidad, en este enfoque también existen pardmetros a
tener en cuenta como son el tamafio de particula, la homogeneizacion de los componentes
de la mezcla, la temperatura, la humedad o la presion atmosférica. Rodriguez-Hornedo et
al. estudiaron el efecto de la premolienda de los materiales de partida en la velocidad de

cocristalizacién del sistema carbamazepina/nicotinamida, demostrando que la velocidad
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de cocristalizacion en el caso de los reactivos premolidos fue notablemente mas rapida
(12 dias) que la de los reactivos sin moler (80 dias), debido al mejor contacto entre fases
por su menor tamafio de particula.'*> Por otro lado, se han obtenido mayores velocidades
de cocristalizacion para un mismo sistema a temperaturas y humedades relativas altas. La
temperatura mejora el contacto gracias a la vibracion térmica de las moléculas, mientras
que el mecanismo de cocristalizacion en presencia de humedad se presupone de tres
etapas: (1) absorcion de humedad, (2) disolucion local de reactivos y (3) nucleacion y

crecimiento de cocristales.!>®

Una forma de mejorar el contacto entre los componentes de una mezcla en estado
solido, es mediante el método Kofler, en el que los componentes se funden por separado,
de modo que en la interfaz de ambos materiales se crea una zona de mezcla. Berry et al.
utilizaron esta metodologia para identificar la formacion de cocristales de nicotinamida
con diferentes AINEs como el ibuprofeno, 4cido salicilico, flurbiprofeno y fenbufeno.!!
Siguiendo los principios del método Kofler, la extrusidon es una técnica que pone en
contacto los componentes mediante la fundicion de los mismos. En este caso se utiliza un
“tornillo” para generar una mezcla homogénea de los fundidos, mejorando el contacto y
la eficiencia del proceso. Este tipo de metodologias tienen la ventaja de no usar solventes
organicos, altamente contaminantes y cuya extraccion supone grandes costes en la
industria farmacéutica. Sin embargo, la baja eficiencia, los altos tiempos de reaccion, las
altas energias necesarias para mantener los sélidos fundidos y la imposibilidad de
aplicacién en moléculas termolabiles, también son un grave inconveniente.'”’ Estudios
de sintesis de cocristales de indometacina/sacarina mediante extrusion por fundicion,
demostraron que el perfil de temperatura, la velocidad de alimentacion y la velocidad del
tornillo son tres parametros criticos, para el control de la cristalinidad y el rendimiento de
la reaccion.!>® La figura 1.18 muestra un diagrama de un equipo tipico de extrusion por

fundicion.
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Figura 1.18. Diagrama de un proceso de sintesis de cocristales mediante extrusion por fundicion.

La autoria de la imagen pertenece a Karimi-Jafari et al.'>?

La molienda en estado sélido es otra estrategia, que representan una de las
principales técnicas para la sintesis de MMFs gracias a que presenta cortos tiempos de
operacion (minutos) y no requiere el uso de solventes organicos, por lo que se consideran
metodologias de quimica “verde” (no contaminantes). También, es un proceso escalable,
reproducible y asequible, ya que no requiere el uso de equipamiento altamente
especializado. De forma general, se practican dos formatos, la molienda en seco (Neat-

grinding, NG) y molienda asistida por liquido (Liquid-assisted-grinding, LAG).'>

Las operaciones de NG combinan el API y el coformador mediante operaciones
de alta energia usando medios manuales o automatizados como el molino de bolas. En
estas operaciones la molienda produce aumentos de temperatura, sin embargo, en esta
técnica no se espera que los materiales solidos de partida se fundan por lo que,
controlando la temperatura, esta metodologia puede aplicarse a moléculas termolabiles.
Adicionalmente, el rendimiento de las operaciones de NG, en relacion con los métodos
basados en solucion, suele ser mas altos ya que no hay perdida de material asociada la
solubilidad del material en el solvente. Sin embargo, el NG también presenta algunos
inconvenientes relacionados con una conversion incompleta del material, lo que lleva al
uso de procesos purificacion adicionales para obtener un MMF puro. En ocasiones
aumentar el tiempo de molienda permite resolver estos problemas, pero también puede
resultar en la formacion de materiales amorfos, cuya estructura cristalina se ha perdido

debido a la alta energia de la molienda.'®®
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Una version “mejorada” del NG es el LAG. Esta molienda implica el uso de una
pequena cantidad de liquido durante la molienda (normalmente un volumen en el orden
de microlitros). El liquido, por lo general agua o un disolvente organico, tiene un papel
“catalitico” que mejora el contacto entre moléculas, lo que hace la reaccion mucho mas
eficiente, con mayores rendimientos y menor consumo de tiempo. Ademas, el uso de
diferentes solventes permite acceder a nuevos MMFs, sobre todo en aquellos casos en los
que el NG no da resultado. A pesar de su papel, el solvente es un aditivo, no un
catalizador, ya que no puede recuperarse después de la reaccion. Uno de los problemas
de este enfoque, es la formacion de solvatos, ya que el solvente puede incorporase en la
estructura cristalina, dando lugar a MMFs no deseados.!¢! Existen una gran cantidad de
sales. cocristales y solvatos obtenidos mediante LAG que han puesto de manifiesto el

enorme potencial de esta técnica para el screening y la sintesis de MMFs. 62

En estado solido, existen otras técnicas de cocristalizacion menos convencionales
como la cosublimacion. La sublimacion también es una técnica libre de solventes
organicos, generalmente utilizada para la separacion de fases, el control de la morfologia
cristalina y el estudio de polimorfismo. Sin embargo, el 60% de las moléculas organicas
son sublimables, por lo que su uso puede ser una estrategia muy interesante para el estudio
y la sintesis de nuevas formas sélidas que son accesibles unicamente desde la fase gas
(Figura 1.19).16%1% Por ejemplo, mediante técnicas de cosublimacién se han logrado el
crecimiento selectivo de sales y cocristales de acido succinico/hexametilentetramina y
acido oxalico/4,4'-bipiridina, controlando pardmetros criticos como la presion de vacio,

el tiempo y la temperatura de sublimacion o la separacion fisica de los componentes. !¢

= 0N
L )} T KON
|—|__II—|__| vacuum sublimation L. @<>

neutral solids salt co-crystal

Figura 1.19. Proceso de cosublimacién para la sintesis selectiva de sales y cocristales. La autoria

de la imagen pertenece a Lombard et al.'®
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1.1.5.4.2. Sintesis en solucion

A diferencia de las técnicas de cocristalizacion en estado solido, la obtencion de
MMFs en solucion suelen tener una base similar a las técnicas de cristalizacion
convencionales. Estas metodologias giran entorno a la solubilidad de los componentes en
un solvente determinado, por lo que es fundamental estudiar el diagrama de solubilidad
de un compuesto en solucion. Tal y como se observa en la figura 1.20, para un pardmetro
dado como la temperatura o volumen de antisolvente(Eje X), en una concentracion (Eje
Y) por debajo de la curva de solubilidad, la solucién no estard saturada, por lo tanto, no
se producird nucleacion o precipitacion. Cuando aumentamos la concentracion del soluto
podemos superar el limite de solubilidad llegando a una zona de sobresaturacion en la
que la solucién no admite mas muestra, llegando a un equilibrio entre precipitacion y
disolucion. Sin embargo, existe una curva de super-solubilidad del soluto la cual es
cinética, metaestable y superior a la solubilidad termodinédmica en equilibrio. En esta zona
pueden producirse fenomenos de nucleacion y crecimiento cristalino. Conforme se
produce la nucleacion y el crecimiento de los cristales, la concentracion de soluto se

reduce hasta llegar a un equilibro en la curva de solubilidad. 6167

A

Solucion sobresaturada

Precipitacion

Concentracion

Curva de stper-solubilidad G

Curva de Solubilidad )
Solucion no saturada

Parametro ajustable

Figura 1.20. Diagrama de solubilidad tipo.
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De este modo, la cocristalizacion de un MMF en solucion, se centran en conseguir
la sobresaturacion simultanea de los componentes a partir de una solucion. Existen
diversas metodologias, que nos permiten movernos en el diagrama de solubilidad visto
anteriormente. Sin embargo, cuando tenemos mas de un componente en la solucion, este
diagrama se complica, dando lugar a un diagrama de fases ternario (Figura 1.21).""> En
estos procedimientos los pardmetros experimentales son fundamentales y han de estar
controlados ya que cambios sutiles pueden derivar en la cristalizaciéon del API, del

coformador, un polimorfo, un solvato o del MMF deseado.

Solvent

Thermodynamically stable
products of the compositions
within the numbered regions:

API solubility

Coformer solubility 1. Cocrystal
2. API (alone)
3. Coformer
4. APl and cocrystal
5. Coformer and cocrystal
6. Solvent (with a variety of

dissolved solvent

T compositions)
API Coformer
Figura 1.21. Diagrama de fases ternario de un cocristal tipo. La autoria de la imagen pertenece a
Berry et al.'"?

La evaporacion es un método muy comun para generar cristales de buena calidad
para estudios de difraccion de rayos X de monocristal (en inglés single crystal X-ray
diffraction, en adelante SCXRD) que permiten determinar la estructura cristalina del
material. La reduccién del volumen de solvente mediante evaporacion, lleva a la solucion
a un estado de sobresaturacion, provocando la nucleacion y el crecimiento de los cristales
del nuevo MMF. En esta metodologia, hay que tener en cuenta la volatilidad del solvente,
la solubilidad de los componentes, la velocidad de evaporacion y la temperatura. Para
evitar impurezas, es recomendable separar los cristales obtenidos antes de la completa
evaporacion del solvente, ya que eso provocaria la precipitacion de cualquier material
restante disuelto incluyendo excesos del API o coformador. Ademas, la solucion tiende a
proteger y mantener los cristales en buen estado. Por lo general, se busca una evaporacion
lenta que garantice la formacion pocos cristales, pero de buena calidad. Por este motivo,

durante la busqueda de nuevos MMFs, la cocristalizacion por evaporacion suele

68



emplearse para obtener cristales para estudios de SCXRD, pero no para la sintesis a granel

de grandes cantidades del material.'¢*1%

La temperatura es otro parametro fundamental que afecta a la solubilidad de una
molécula. El enfriamiento, de forma general, reduce la solubilidad, lo que permite llevar
la solucion a estados de sobresaturacion, consiguiendo la nucleacion y crecimiento
cristalino. Del mismo modo que en la evaporacion, la velocidad de enfriamiento, las
concentraciones iniciales de soluto, asi como las temperaturas iniciales y finales,
determinaran la cantidad, el tamafio y la calidad de los cristales obtenidos, asi como la
cocristalizacion del MMF. En este tipo de metodologias se ha de tener cuidado con los
rangos de temperatura ya que es peligroso exceder la temperatura de ebullicion de los

solventes y se pueden dafiar ciertas moléculas termolabiles.'”*172

La sintesis hidrotermal es una metodologia en solucion en la que se alcanzan
temperaturas realmente elevadas, en comparacion a las demas técnicas en solucion. En
esta metodologia, el APIy el coformador se suspenden en agua, ya que debido a las bajas
solubilidades acuosas de la mayoria de APIs, no llegan a disolverse a temperatura
ambiente. La suspension se cierra en un reactor hidrotermal y se calienta a por encima del
punto de ebullicion del agua. La presion interior, permite superar el punto de ebullicion,
siguiendo los mismos principios de una autoclave. Esta alta temperatura y presion permite
que las moléculas se disuelvan e interaccionen, de modo que, cuando la temperatura
disminuya de forma gradual, se produce la formacion de cristales, y posiblemente del
MMF. Esta metodologia ademas de estar limitadas a moléculas con buena estabilidad
térmica, también suele dar lugar a hidratos. A pesar de ello, los cristales obtenidos suelen

tener buen tamafio y calidad, siendo estables en condiciones normales.!”-!74

Un método de sintesis en suspension, para la obtencion de grandes cantidades de
MFFs en polvo, es el s/urry. En este procedimiento la cantidad de solvente utilizada es
mucho mayor que en los LAG, pero sin llegar a ser soluciones, ya que consiste en la
formacion suspensiones de los componentes del MMF, que son agitadas durante largos
periodos de tiempo. Ademéas de mejorar el contacto entre reactivos, el solvente permite
su disolucién parcial, permitiendo la reaccion y posterior precipitacion (por la elevada
saturacion). Cuando este proceso se mantiene, se consigue la transformacion completa de
la suspension. En estos procedimientos se obtiene un material en polvo, o cristales de

muy reducido tamafio. Ademds de ser un metodologia simple, los rendimientos y la
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pureza del producto suele ser elevada.'” Esta metodologia, permite acceder a fases
cristalinas termodinamicamente estables y, junto con el LAG, es una de las formas mas
comunes para la obtencion de grandes cantidades un MMF en polvo. Diversos estudios
comparan las ventajas y desventajas, asi como los rendimientos y la capacidad para

acceder a nuevos MMFs del siurry y del LAG.'7

La sonicacion es un proceso menos empleado que también permite la obtencion
de MMFs. La sonicacion en una solucidon produce fenomenos de cavitacion en zonas
locales y puntuales. Esta cavitacién provoca aumentos de temperatura localizados que, en
soluciones saturadas y sobresaturadas, puede provocar la nucleacion y precipitacion del
cocristal.!””"!”® Sin embargo, debido a la sonicacidn, los cristales obtenidos en este tipo
de técnicas suelen tener un tamafno muy reducido. Este tamafio micro y nanométrico es
interesante ya que, tal y como se ha comentado en la tabla 1.1 la reduccion del tamafio
de particula también permite modular la solubilidad y velocidad de disolucion de un

APL'7?

Al igual que lo descrito durante la sintesis de materiales multicomponente de Ap,
las diferentes técnicas de cocristalizacion, dan como resultado un producto con diferentes
caracteristicas. Por ello, es importante definir el objetivo y las necesidades de la
investigacion, lo que nos permitira seleccionar el tipo de técnica correcta para la

obtencion de un material con unas propiedades especificas.
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1.2. Objetivos






Considerando los antecedentes y argumentos expuestos, esta Tesis doctoral

plantea el desarrollo de materiales hibridos bioinspirados con propiedades personalizadas,

para su aplicacion en biomedicina e ingenieria tisular. En concreto, se centra en el

desarrollo de materiales multicomponente de apatito y de farmacos antiinflamatorios no

esteroideos, y persigue los siguientes objetivos:

Preparacion de nanoparticulas biomiméticas de apatito dopadas con Tb*" con
propiedades luminiscentes.

Preparacion de nanoparticulas de apatito dopadas con metales de transicion (Co*",
Mg?" y Mn?") con propiedades osteoinductoras, a partir de CaCO3 biogénico de
conchas marinas.

Preparacion de nanocomposites grafeno/apatito y 6xido de grafeno/apatito con
propiedades mecanicas, bioldgicas y luminiscentes adaptadas.

Disefio y preparacion de nuevas formas solidas multicomponente de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos con polifenoles isoméricos como coformadores.
Disefio y preparacion de nuevas formas solidas multicomponente de tipo farmaco-
farmaco combinando AINEs con ciprofloxacino (antibacteriano) o metformina
(antidiabético) como coformadores.

Disefo de una estrategia basada en cocristalizacion, para aumentar la carga adsorbida
de farmacos antinflamatorios en nanotransportadores de apatito, para su uso en

liberacion controlada de farmacos.
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CAPITULO 2

METODOS EXPERIMENTALES







2.1. Difraccion de rayos X

2.1.1. Difraccion de rayos X de polvo

Los analisis de difraccion de rayos X de polvo (del inglés powder X-ray diffraction,
PXRD) se realizaron a temperatura ambiente en un difractometro Bruker D8 Advance
Vario (Bruker-AXS, Karlsruhe, Alemania) operando a 40kV y 40mA, equipado con un
detector LYNXEYE vy radiaciéon CuKou (1.5406 A). El rango angular y el tiempo de
muestreo depende de las muestras analizadas. Para muestras inorganicas de Ap, los
difractogramas se tomaron en un rango angular de 5-70° (20) con un paso de 0.02° (20)
y un tiempo total de medida de 4 horas. Para muestras organicas, el rango angular fue de
5-50° (20) con un paso de 0.02° (26) y un tiempo total de medida de 30 minutos. Los
analisis cuantitativos se realizaron utilizando el método de Rietveld implementado en el

software TOPAS 7'% (Bruker AXS, Bruker GmbH, Karlsruhe, Alemania).
2.1.2. Difraccion de rayos X de monocristal

Para la difraccion de rayos X de monocristal (del inglés single-crystal X ray
diffraction, SCXRD), los cristales se colocaron en soportes Micromounts™ de MiTeGen
siempre trabajando en condiciones inertes y usando perfluoropolietileno como aceite
protector durante la manipulacion. Los datos se recogieron con un difractometro Bruker
D8 Venture y se procesaron con el software APEX4.'%! Las estructuras cristalinas se
resolvieron mediante el método “intrinsic phasing”, que reveld la posicion de todos los
4tomos, menos los hidrogenos. Estos 4tomos se refinaron en F? con un procedimiento de
minimos cuadrados de matriz completa utilizando pardmetros de desplazamiento
anisotropicos.'®? Todos los dtomos de hidrégeno se localizaron en mapas de diferencias
de Fourier y se incluyeron como contribuciones fijas sobre los d&tomos a los que estaban
conectados, usando parametros de desplazamiento térmico isotropicos (1.2 6 1.5 veces

los del 4tomo respectivo). En todo este proceso se utilizé el software Olex2!®

como
interfaz grafica.'®® Los calculos geométricos y las imagenes expuestas se realizaron con

Mercury'8*y Olex2.
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2.2. Espectroscopia

2.2.1. Espectroscopia de Infrarrojos

Los espectros de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) se registraron en la
region 4000-400 cm! usando un Hyperion 3000 equipado con un accesorio de

reflectancia total atenuada de cristal de diamante (Bruker, Massachusetts, EE. UU).
2.2.2. Espectroscopia RAMAN

Los espectros de Raman se registraron con un espectrometro LabRAMHR (Jobin—
Yvon, Horiba, Japon) equipado con un laser de diodo que emite a una longitud de onda

de 532 nm, y un detector de carga acoplada enfriado por Peltier (1064 x 256 pixeles).
2.2.3. Espectroscopia de luminiscencia

Las propiedades luminiscentes se registraron utilizando un espectrofotometro de
fluorescencia Cary Eclipse Varian (Varian Australia, Mulgrave). Se utiliz6 un accesorio
de superficie frontal para obtener los espectros de luminiscencia, el tiempo de vida de
luminiscencia (1) y las intensidades relativas de luminiscencia (R.L.I.) en polvo, mientras
que un portamuestras Peltier conectado a un mddulo de control de temperatura (Agilent
Technologies, Madrid, Espaia) se utilizo para obtener los espectros de luminiscencia y la
R.L.I. de las suspensiones liquidas. Los parametros instrumentales fueron Aexc = 375 nm,
hem = 545 nm, tiempo de retardo (td) = 120 us y tiempo de compuerta (tg) = 5 ms. Para
las muestras de polvo, el voltaje del fotomultiplicador fue de 470 V y el ancho de la
rendija de excitacion/emision fue de 5/5 nm, mientras que, para las particulas en
suspension acuosa, el voltaje del fotomultiplicador fue de 800 V y el ancho de la rendija
de excitacion/emision fue de 10/10 nm. Los espectros de excitaciébn y emision se
registraron dentro del rango de 250-500 nm y 500-750 nm, respectivamente. Las medidas
del t se registraron usando Aexciem = 375/475 nm, td = 100 ps, tg = 0,010 ms (tg), voltaje
del fotomultiplicador de 600 V, ancho de la rendija de excitacidn/emision de 10/10 nm y

100 ciclos.
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2.3. Microscopia

2.3.1. Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) se realizé en un microscopio TEM
Libra 120 Plus (Carl Zeiss, Jena, Alemania) operando a 80 kV y provisto de Microanalisis
por espectroscopia de pérdida de energia de electrones. Las muestras se dispersaron en
etanol absoluto (> 99,8% v/v) y se depositaron en microrejillas de cobre recubiertas con

pelicula de carbono FORMVAR

La microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM) y de
difraccion de electrones en area seleccionada (SAED) se realizaron con un instrumento
TITAN G2 60-300 FEI (FEI, Hillsboro, OR, EE. UU.) operando a 300 kV. El instrumento
esta equipado con un detector Super X EDX para realizar microanalisis elemental y
microscopia electronica de transmision de barrido (STEM) y de imagen de campo oscuro

de alto angulo (HAADF).
2.3.2. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) se realizo utilizando un microscopio
SEM JEOL modelo JSM 6490-LV (JEOL Inc.) con filamento de tungsteno, operando a
10 kV. Antes del analisis, las muestras se depositaron en un desecador de vacio JEOL
EMDSC-U10A (JEOL Inc, MA, EE. UU.). El anélisis elemental se realizé con el mismo

equipo mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX).
2.3.3. Microscopia de fuerza atomica

Los estudios de rugosidad superficial, fuerza de adherencia, mddulo eléstico y
gradiente de campo eléctrico (AV) se realizaron mediante microscopia de fuerza atdmica
(AFM) en un equipo de AFM BIO 3D MFP de Asylum Research (Asylum Research,
Santa Barbara, CA, EE. UU.). Se utiliz6 una sonda de silicio con una punta esférica de
30 nm, 224 lineas y puntos de escaneo, una velocidad de escaneo de 0,80 Hz y un tamafio
de escaneo de 2,00 pm. Se aplicod una carga compresiva de 10 nN para inducir la
deformacion elastica de las particulas. Los datos se utilizaron, siguiendo el modelo de
Hertz, para obtener una medida cuantitativa del modulo elastico de la superficie. En cada

muestra, la deformacion se evalud en un area de 10x10 puntos, (100 puntos por muestra).
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2.4. Espectrometria

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) se
realizé en un espectrometro Perkin Elmer NexION 300D ICP (Perkin Elmer). Mientras
que la espectrometria de emision Optica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

se realizd en un espectrometro Perkin Elmer OPTIMA 8300 (Perkin Elmer).
2.5. Dispersion dinamica de luz y movilidad electroforética

La distribucion del tamafio de particula (PSD) y la movilidad electroforética
(potencial {) se analizaron con un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Reino Unido) en suspensiones acuosas (~0,5 mg/mL, 25°C) usando celdas de poliestireno
desechables. Para las mediciones de potencial-C frente al pH, se emple6 un MPT-2
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido) para ajustar el pH de las suspensiones.
Como agentes de titulacion se utilizaron soluciones diluidas de HCl y NaOH (0,25 M y

0,1 M, respectivamente).
2.6. Analisis térmico

El comportamiento térmico de las muestras de Ap se estudié mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y andlisis termogravimétrico (TGA) simultdneo en un
dispositivo STA 449F3 Jupiter (Netzsch GmbH, Selb, Alemania), operando bajo flujo de
aire en un rango de temperatura de 20°C hasta 1100 °C con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

El analisis térmico de las muestras organicas se realizd6 mediante DSC-TGA
simultaneo en un Mettler Toledo TGA/DSC1 (Mettler Toledo, Columbus, OH, EE. UU.).
Las muestras (3—5 mg) se colocaron en recipientes de aluminio sellados y se calentaron
en una corriente de nitrogeno (100 mL min') de 25 a 400 °C a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min. El calorimetro se calibré con indio de pureza 99.99 % (p.m.:

156.4 °C; DH: 28.14 J/g).
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2.7. Estudios de solubilidad

Los estudios de solubilidad se llevaron a cabo siguiendo el método “shake flask
method”.'*° Para ello se prepararon soluciones saturadas afiadiendo un exceso de sélido
a un volumen determinado de solvente en diferentes condiciones (agua mili Q, buffer
PBS pH 6.8 o buffer KCI pH 1.2). Las suspensiones se agitaron durante 24 horas a 25 °C
en un bafio de agua hasta alcanzar el equilibrio termodinamico. Para el estudio del perfil
de disolucion, durante este tiempo, se tomaron alicuotas de la suspension, se filtraron a
través de 0.22 um y se analizaron directamente mediante espectrofotometria UV-Vis. Se
realizaron diluciones para obtener valores de absorbancia medibles. Las mediciones de
solubilidad se realizaron en un espectrofotdometro UV-Vis Varian Cary 50 (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

En los casos en los que los espectros de absorcion UV-Vis solapan (MMFs de
ciprofloxacino y metformina), se utilizd la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Los experimentos de HPLC se realizaron con un sistema Agilent 1200 HPLC
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con un desgasificador de
solvente, bomba, auto-muestreador y detector de matriz de diodos y un método de elucion
isocratica. La adquisicion y el andlisis de datos se realizaron utilizando el software
ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). La tabla 2.1 muestra
los parametros relevantes en los estudios de HPLC de las sales de CIP y MTF.

Tabla 2.1. Parametros de los experimentos de HPLC

Parametro CIPs MTF
Columna C18 (4.6 mm x 150 mm, 4 um 100 C18 (4.6 mm x 150 mm, 3
tamafio de particula) Phenomenex pm tamafio de particula) Scharlau
Fase movil 20% fase A : 80% fase B. 10% fase A : 90% fase B.
A= 20% acetonitrilo (0.1% Acido A= 10% acetonitrilo (0.1% Acido
formico v/v) B=80% agua (0.1%  formico v/v) B= 90% agua (0.1%
Acido férmico v/v). Acido formico v/v).
Flujo 0.5 mL/min 1 mL/min
Volumen de inyeccion 10 uL 10 uL
Temperatura de la 25°C 25°C
columna
Temperatura de la 25*C 25°C
muestra
Amax 277 nm 233 nm
Tiempo de retencion 4.5 min 1 min 54 sg
Ecuacion de calibrado y(x) = 0.0096*x + 2.6239 y(x) =31.8835%x +59.4972
R? 0.9994 0.9939
Rango de calibracion 2— 232 mg/L (ppm) 5- 100 mg/L (ppm)

929



2.8. Estudios tedricos de etenzamida y sus cocristales

Los calculos energéticos teodricos recogidos en el Capitulo 4.1 se realizaron utilizando
el software Gaussian-16'%® en el nivel de teoria PBE0!®7-D3!%8/def2-TZVP'* utilizando

el enfoque supramolecular para el apilamiento - -7 de los dimeros, o la teoria cudntica

n190 1191

de "atomos-en-moléculas" " en el mismo nivel mediante el programa AIMAII""" para las
redes de enlaces de hidrogeno.'”! Para el apilamiento m, 7, se aplicé la correccién BSSE
y para los enlaces de hidrégeno se utilizaron los valores de densidad de energia cinética
en los puntos criticos de enlace, que aparecen al aplicar la metodologia propuesta por
Espinosa et al.'”® Las isosuperficies NCIplot'**!** se generaron utilizando el programa
AIMAIl utilizando la funcion de onda PBEO0-D3/def2-TZVP. Los potenciales
electrostaticos moleculares (MEP) se calcularon utilizando la isosuperficie de 0.001 a.u.

como la mejor aproximacion de las interacciones de Van der Waals.
2.9. Actividad antimicrobiana

Los ensayos de actividad antimicrobiana se realizaron frente a Staphylococcus
aureus (S. aureus, ATCC 9144) y Escherichia coli (E.coli, CECT 101) utilizando el
método de difusion en agar de Kirby—Bauer.!”> Las cepas se cultivaron en agar TSA, se
suspendieron en una solucion de NaCl al 0.9%, cuya concentracion de bacterias se ajusto
por comparacion con un estandar de McFarland de 0.5 (1.5 x 108 bacterias/mL), y luego
se sembraron en placas de agar Mueller—Hinton. Se impregnaron papeles de filtro estériles
con un didmetro de 5 mm con 2.5 uL de una solucion de DMSO de cada compuesto con
una concentracion final de 1 mg/mL, lo que result6é en una cantidad final de 2.5 pg para
cada so6lido. Se impregnd un papel de filtro estéril con 2.5 uL. de DMSO como control.
Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C, y los halos de inhibicién se midieron

en milimetros.

2.10. Ensayos biologicos in vitro

2.10.1. Células seleccionadas

Para los estudios recogidos en el Capitulo 3.1, se utilizo 1) la linea celular HeLa, de
cancer de cuello uterino humano, obtenida de ATCC, 2) las lineas celulares de cancer de
mama humano MCF7 y de melanoma A375, obtenidas del Biobanco (Sistema Sanitario

Publico Andaluz, Granada, Espana) y 3) fibroblastos humanos, aislados del tejido cutaneo
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de una cirugia de abdominoplastia mediante una digestion enziméatica utilizando

colagenasa I (Sigma Aldrich).

Para los estudios del Capitulo 3.2 se utilizaron 1) células m17.ASC, un clon
inmortalizado de células madre mesenquimales de raton, 2) células MS1, una linea celular
endotelial pancreatica murina (ATCC - CRL-2279™). Las células m17.ASC también
fueron utilizadas en el Capitulo 3.3.

2.10.2. Cultivos celulares

Las lineas celulares HeLa, MCF7, A375, fibroblastos y MS1 se cultivaron y
mantuvieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Sigma, St. Louis,
MO, USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) y 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) (Sigma, St. Louis, MO, USA),

Lalinea celular m17.ASC se cultivé y mantuvo en medio Claycomb (Sigma-Aldrich)
suplementado con 10 % de FBS, 100 pg/mL de estreptomicina y penicilina (Sigma-
Aldrich) y 2 mM de L-glutamina.

Todas las células se incubaron en condiciones estandar (37 °C, 5 % de CO2), los
medios se cambiaron cada dos dias y las células se dividieron cuando alcanzaron el 80-

90 % de confluencia en una proporcion de 1:10.
2.10.3. Citotoxicidad

La citotoxicidad de las nAp dopadas con Tb>" se evalu6 frente a las lineas celulares
HeLa, MCF7, A375 y fibroblastos. Se sembraron en placas de 96 pocillos a una
confluencia de 4x103 células/pocillo en DMEM. Las placas se incubaron a 37 °C en un
5% de COz. 24 h después de la siembra, las células se trataron con 100, 10, 1y 0,1 pg/mL
de nAp con T =0,001, 0,010, 0,015 y 0,020 M. 72 h después del tratamiento, se elimino
el medio y se anadieron 100 puL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Después de 3 h de incubacion a 37 °C y 5% de COz, se elimin6
el MTT y se afiadieron 100 pL de DMSO. Se midio la densidad 6ptica en un lector de
placas multiples (2030 Multilabel Reader Victor TM X4, PerkinElmer) a 570 nm. La
viabilidad de las células no tratadas y su valor de absorbancia correspondiente se tomaron

como el 100 % de viabilidad celular, mientras que los valores obtenidos de las células
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expuestas a los diferentes tratamientos se refirieron a este valor. Se realizaron tres

experimentos utilizando 3 repeticiones para cada muestra.

Para evaluar la citotoxicidad de las nAp dopadas con Co?", Mg®" y Mn*" en el
Capitulo 3.2, se sembraron 5000 y 6000 células de m17.ASC y MS1, respectivamente, en
placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas en sus medios de crecimiento
respectivos. Se afladieron diferentes concentraciones que van desde 0.1 hasta 100 pg/mL
de muestra en 100 pL. de medio fresco. Después de 72 horas de incubacion, se evalud la
viabilidad celular afadiendo 20 pL de solucion de MTT (5 mg/mL en tampdén PBS) a
cada pocillo. Después de 2 horas de incubacion a 37 °C, se eliminaron los sobrenadantes
y se afiadieron 125 puL. de HC1 0.2 N en 2-propanol para disolver los cristales de formazan.
Se transfirieron 100 puL de cada pocillo a una placa de 96 pocillos limpia y se midio la
densidad optica en un lector de placas multiples (2030 Multilabel Reader Victor TM X4,
PerkinElmer) a 570 nm. La viabilidad de las células no tratadas y su valor de absorbancia
se tomaron como el 100 % de viabilidad celular, mientras que los valores obtenidos de
las células expuestas a los diferentes tratamientos se refirieron a este valor. Se realizaron
tres experimentos utilizando 3 repeticiones para cada muestra. Este mismo procedimiento
se realizo para evaluar la citotoxicidad de los nanocoomposites de G y GO frente a células

m17.ASC en el Capitulo 3.3.
2.10.4. Citometria de flujo y microscopia confocal

Para los estudios de citometria de flujo las lineas celulares HeLa, MCF7, A375 y
fibroblastos se trataron con 100 pg/mL de nAp dopadas con Tb** =0,01 M y 0,02 durante
12 h y 24 h. Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%
durante 20 min y se lavaron con PBS. Las células se procesaron con un citometro de flujo
FACScan (Becton Dickinson, San José¢, CA, USA). Para la microscopia confocal, la linea
celular A375 se sembr6 en una placa de ocho pocillos (Ibidi, Alemania) a una densidad
de 8000 células/pocillo y se realizdo el mismo. Las imdgenes se obtuvieron en un

microscopio confocal espectral Leica TCS SP2 AOBS.
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2.10.5. Ensayos de diferenciacion osteogénica

2.10.5.1. Protocolo de diferenciacion

Las células m17.ASC se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 1.5 x
105 células por pocillo. Después de 24 horas, las células se trataron con un medio
osteogénico (DMEM suplementados 10 % de FBS, 50 pg/mL de acido ascoérbico, 10 mM
de pB-glicerofosfato y 10 nM de dexametasona) durante 10-14 dias. Los efectos
osteoinductores de las nanoparticulas se evaluaron mediante el cocultivo de las células
junto con 25 pg/mL de muestra en medio de crecimiento DMEM. El medio se reemplazo
cuidadosamente cada 3 dias y las muestras solo se afiadieron en el momento inicial, para

evitar problemas de acumulacion.
2.10.5.2. PCR cuantitativa en tiempo real

El estudio de los niveles de ARNm se realiz6 mediante anélisis de PCR cuantitativa
en tiempo real (q-RT-PCR). Inicialmente, se extrajo el ARN total utilizando Trizol
(Invitrogen Life Technologies). La concentracion y calidad del ARN se evaluaron
posteriormente utilizando el espectrofotometro NanoDrop 2000C (Thermo Fisher

Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.).

Después de la purificacion del ARN y el tratamiento con DNAsa I (Thermo
Scientific), 1 pg de ARN se transcribié inversamente en ADN complementario (ADNCc)
utilizando el kit de sintesis de ADNc de primera cadena RevertAidTM H Minus (Thermo
Fisher Scientific) con primers de oligo(dT). Los ensayos de genes se realizaron por
triplicado para cada tratamiento en un volumen de reaccion de 12 pL, que consistié en 1
uL de los productos de cADN, 6 puL de Sso-Fast EVA Green SMX (Bio-Rad, Hercules,
CA, EE. UU.) y 500 nM de ambos primers hacia adelante y hacia atras, como se detalla
en la tabla 2.2.

La g-RT-PCR se llevdo a cabo utilizando un termociclador en tiempo real
automatizado CFX96 (Bio-Rad) con las siguientes condiciones de ciclo: una
desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 1 minuto, seguida de 45 ciclos a 98 °C durante
5 segundos, y un paso de apareamiento/extension durante 5 segundos a 60 °C, con
recopilacion de datos. Posteriormente, se realizé un andlisis de curva de fusion al final de
estos ciclos, que iba desde 65 hasta 95 °C, con una lectura de placa cada 0.5 °C. Esta

etapa fue crucial para verificar la especificidad del producto de amplificacion al confirmar
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una temperatura de fusion de pico Unico. Los resultados obtenidos se analizaron

utilizando el software Bio-Rad CFX Manager, y las expresiones génicas se calcularon

utilizando el método DDCt, con B-actina como control interno para la normalizacion.

Tabla 2.1. Secuencia de los primers utilizados para la q-RT-PCR.

Gen

S Secuencia Secuencia inversa
BMP2 GGGACCCGCTGTCTTCTAGT TCAACTCAAATTCGCTGAGGAC
COL1A1 CCCCAACCCTGGAAACAGAC GGTCACGTTCAGTTGGTCAAAGG
COL1A2 CCTCCGTCTACTGTCCACTGA ATTGGAGCCCTGGATGAGCA
BGLAP GGCCCTGAGTCTGACAAAGC GCTCGTCACAAGCAGGGTTAA
SPP1 AGCAAGAAACTCTTCCAAGCAA GTGAGATTCGTCAGATTCATCCG
RANKL TGTACTTTCGAGCGCAGATG AGGCTTGTTTCATCCTCCTG
B-ACTIN GATGACCCAGATCATGTTTGA GGAGAGCATAGCCCTCGTAG

2.10.5.3. Tincion de fosfatasa alcalina

Para evaluar la diferenciacion osteogénica a los 14 dias de tratamiento, se llevo a
cabo la tincion de fosfatasa alcalina (ALP) como se describe en Dupont et al.!”® Después
de la aplicacion del protocolo de diferenciacion, las células se lavaron tres veces con PBS,
se fijaron con 4 % de PFA durante 15 minutos y se tifieron con un kit de deteccion de
ALP (Millipore, Merk Millipore, Milan, Italia). Las células tratadas con el medio
osteogénico se tomaron como referencia para los experimentos de diferenciacion. Se
utilizd la microscopia 6ptica a 200 aumentos para analizar y fotografiar las muestras. La
cuantificacion de ALP se realiz6 midiendo la intensidad violeta de la tincion en Imagel.

Los experimentos se realizaron por triplicado.
2.10.5.4. Tincion Rojo Alizarina

La tincion con rojo alizarina se utilizd para evaluar la deposicion de calcio de las
células m17.ASC tras 14 dias de tratamiento con las nanoparticulas. Las células se lavaron
con PBS pH 7.2, se fijaron con PFA (2 % en peso en PBS) y se tifieron con solucion de
rojo alizarina (40 mM, pH 4,1) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar
el precipitado inespecifico, las células tefiidas se lavaron tres veces con agua bidestilada.

A continuacidn, se utilizé microscopia optica a 200 aumentos para analizar y fotografiar
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las muestras. Los depositos célcicos se cuantificaron disolviendo la tincion con acido
acético al 10% (Sigma-Aldrich) durante 30 min. A continuacion, se transfirieron 150 pL
de cada muestra a una placa de 96 pocillos y se midi6 la densidad Optica en un lector de
pocillos multiples (2030 Multilabel Reader Victor TM X4, Perkin Elmer) a 405 nm. Los

experimentos se realizaron por triplicado.
2.10.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente usando GraphPad Prism (version 9.4, San
Diego, CA, EE. UU.)."7 El analisis se realizo6 utilizando un one-way ANOVA
(Bonferroni) para grupos de 3 experimentos. Los resultados del andlisis se expresaron
como media + desviacion estandar y se consideraron las siguientes diferencias

estadisticamente significativas: p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***),y p<0.0001
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3.1. Sintesis de nanoparticulas de
apatito biomimeéticas dopadas con
Tb>* mediante descomplejacion
térmica






3.1.1. Introduccion

Las nanoparticulas luminiscentes son materiales tremendamente ftiles en
nanomedicina o ingenieria de tejidos.!”® En estas areas los CaPs dopados con elementos
lantanidos se han revelado como alternativa a los fluoréforos organicos, gracias a su
capacidad para emitir fluorescencia en diferentes colores seglin el ion lantdnido dopante,
su larga vida media de su luminiscencia y su resistencia al fotoblanqueo.!**2°! Entre los
CaPs, el Ap ha estado en el foco de la industria farmacéutica para su uso en biomedicina,
especialmente en aplicaciones de regeneracion Osea, transporte de farmacos para
tratamientos de células tumorales o en bioimagen. Todo ello debido a sus excelentes
propiedades de biocompatibilidad, bioactividad, biodegradabilidad, alta estabilidad en
condiciones fisiologicas y su gran area superficial, lo que se traduce en una gran

capacidad para cargar y liberar moléculas organicas.?022%3

Siguiendo el flujo de trabajos previamente reportados por nuestro grupo de
investigacion, se ha utilizado el método de descomplejacion térmica para la produccion
de nAp)dopadas con Tb>*.7174204-206 Este método, no solo permite la sintesis de nAp con
propiedades luminiscentes, si no que permite la produccion de nAp biomimético
recubierto con iones citrato (Cit).2%” El dopaje con iones lantinidos como el Tb*" nos
permite proporcionar luminiscencia a las ya excelentes y conocidas propiedades
biologicas del apatito, aumentando en gran medida las aplicaciones de estas

nanoparticulas.

Asi pues, los objetivos de este capitulo consisten en investigar la preparacion de
nanoparticulas Tb*":cit-Ap luminiscentes y biomiméticas, analizar sus propiedades
fisico-quimicas en estado sélido y en suspension acuosa, estudiar su comportamiento en
cultivos celulares in vitro (citocompatibilidad e internalizacién celular) y estudiar su

potencial como nanosondas de imagen de fluorescencia citoplasmatica.
3.1.2. Sintesis de nanoparticulas de apatito dopadas con Th**

La precipitacion de nanoparticulas de apatito dopadas con Tb** se realizod
mediante el método de  descomplejacion  térmica de  disoluciones
Tb>*/Ca**/citrato/fosfato/carbonato a 80 °C, con [Tb*] = 0; 0.001; 0.005; 0.010; 0.015 y
0.020 M) y [Ca*"]=0.100; 0.099; 0.095; 0.090; 0.085 y 0.080 M, manteniendo la relacién
[Tb*"] + [Ca®*'] = 0.100 M. La duracién de los experimentos fue de 4 h, 24 h, 96 hy 7
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dias para evaluar la maduracion del apatito. Los precipitados se recuperaron mediante
varios ciclos de centrifugacion y lavadocon agua desionizada milliQ (6 ciclos a 9.000 rpm

durante 9 minutos cada uno) y se liofilizaron durante 12 horas (-50 °C y 3 mbar).20%20
3.1.3. Resultados y discusion

3.1.3.1. Propiedades estructurales, composicionales, espectroscopicas, morfologicas

y coloidales

Los difractogramas de PXRD de las muestras sin dopar [Tb**] = 0, y de las
muestras dopadas con [Tb*"] de 0.001 hasta 0.010 M se representan en la figura 3.1.1.
Estos datos muestran una evolucion similar con el tiempo para todas las muestras hasta
una concentracion de 0.005 M Tb>". A las 4 horas, se observan las reflexiones
fundamentales de la fase apatito (PDF 01-1008), 26 = 25.87° (002), 31.77° (211), 32.19°
(112), 32.90° (300), 33.9° (202) y 39.81° (310), junto a pequeiias reflexiones entre 40°-
55°.71:208 L_a amplitud de los picos es caracteristica de muestras nanocristalinas. En el caso
de [Tb*"] = 0.010 M se observan resultados diferentes, ya que, tras 24 horas, los
difractogramas muestran picos mas estrechos caracteristicos de un material cristalino y
de mayor tamafio de particula, mientras que a los 7 dias se aprecian, ademas, las
reflexiones de la fase TbPO4-H20 (rabdofano, grupo espacial P3121, PDF 20 1244).
Resultados similares se han obtenido para concentraciones de [Tb**] > 0.010 M, con la
diferencia de que se observa un aumento de la linea base a todos los tiempos de
maduracion, que indica la presencia de una fase amorfa. Estos datos sugieren que en los
precipitados obtenidos en estas condiciones no se puede descartar la presencia de una
cierta proporcién de TbPO4-nH20 y ACP amorfos.?!? E1 ACP, probablemente dopado con

Tb**, puede haber actuado como precursor de la fase apatitica.
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Figura 3.1.1. Difractogramas de PXRD de las nAp dopadas con Tb*" a diferentes tiempos de
maduracion. *(Apatito, PDF 01-1008); A(TbPO4-nH,O, PDF 20-1244).

La composicion quimica de los precipitados obtenidos a mayor tiempo de
maduracion se ha analizado mediante la técnica ICP. Los resultados se muestran en la
tabla 3.1.1 la cual revela que un aumento progresivo de la concentracién de Tb*" en
solucion se traduce en un aumento del contenido de Tb** en el precipitado y una
disminucion de los niveles de Ca y P en las nanoparticulas independientemente del tiempo
de maduracién. La relacion molar (Ca+Tb)/P en muestras con [Tb**] <0.01 M, y 96h de
maduracion oscila entre 1.60 y 1.5, datos que son inferiores a los obtenidos en el
hidroxiapatito estequiométrico (Ca/P = 1.67). Dicha deficiencia en Ca*" es una
caracteristica distintiva de los apatitos biomiméticos. En el caso de muestras preparadas
con valores mas altos de Tb>", las proporciones (Ca+Tb)/P disminuyen atin mas debido a

la presencia de fases de TbPOa.

Los resultados sugieren que el contenido méaximo de Tb®>" que puede dopar el
apatito es de ~12% en peso, datos que coinciden con los reportados por otros autores para
nAp dopadas con Tb>* preparadas mediante la técnica sol-gel y reacciones hidrotermales
a 200°C (8 y 12% en peso respectivamente)!”-?!!. Valores superiores al 12% en peso de
Tb** se explican por la presencia de TbPO4-nH20 amorfo y TbPO4-H20 (fase rabdofano),
ademas de los nAp altamente dopadas, como ocurre en las muestras con [Tb**] = 0.015
My 0.020 M.

115



Tabla 3.1.1. Composicion quimica de las nanoparticulas determinada mediante ICP y TGA, para

muestras con tiempos de maduracion de 96h y 7 dias.

Tbh¥* M Ca P Tb (Ca+Tb)/P i COs*

Tiempo (wt. %) (wt. %) (wt. %) (mol) (Wt%)
0.001M, 96h 31.8+0.7 15.6+0.4 1.59 £ 0.04 1.60 £ 0.01 3.2+0.3 1.8+0.2 1.9+0.2 3.2+0.3
0.001M, 7 d 31.1+0.2 152+0.2 1.50 £0.01 1.60 £ 0.01 3.4+0.3 2.0+£0.2 1.7£0.2 3.5+0.3
0.005M, 96h 26.8+0.7 142+04 7.33+£0.13 1.55+0.01 3.5+0.3 2.0+0.2 1.34+0.1 3.7+0.4
0.005M, 7 d 259+04 14.0+0.2 7.51+0.11 1.53 £0.01 3.9+0.4 2.1+£0.2 1.3+0.1 3.7£0.4
0.010M, 96h 21.5+04 12.7+0.2 12.80+0.18 1.51 £0.01 6.0+0.6 2.7+0.3 1.8+0.2 4.4+0.4
0.010M, 7 d 22.2+0.2 13.7+0.1 14.20+£0.16 1.45+0.01 4.5£0.4 2.7+0.3 1.5+0.1 3.6:£0.4

0.015M, 7 d 17.0+£ 0.6 11.8+ 0.4 18.72+0.73 1.43£0.01 7.6+0.8%* 3.2+0.3* 2.24+0.2% 2.6+0.3*

0.020M, 7d 14504 11.2+04 21.93+0.82 1.39+0.01 10.9+1.1%* 4.4+0.4* 2.6+0.3* 2.3+0.2%

*Estos valores se ven afectados por la presencia de particulas tanto de TbPO4nH,O amorfo como de

TbPO4-H,0O (rabdofano); H,Oa4s s agua adsorbida; HoOg, es agua estructural fuertemente ligada.

El anélisis térmico mediante las técnicas DSC y TGA demuestra que las
nanoparticulas obtenidas presentan un comportamiento térmico similar al reportado para
otros Ap carbonatados con caracter biomimético. La figura 3.1.2 muestra el analisis para
la muestra con 0.07 M de Tb*" a modo de referencia, en la que se observan cuatro pérdidas
de peso principales que corresponden a (1) pérdida de agua adsorbida (desde la
temperatura ambiente hasta = 220°C), (2) pérdida de agua estructural fuertemente ligada
(desde = 220°C hasta =~ 380°C), (3) pérdida de peso debida a la descomposicion de las
moléculas de citrato adsorbidas (desde =~ 380°C hasta = 600°C), y (4) pérdida de peso
debida a la descomposicion de los carbonatos en CO2 y CaO (desde ~600 °C hasta ~1100
°C). En las muestras preparadas con [Tb**] =0.015 M y 0.020 M, especialmente a 96 h,
las curvas presentan pérdidas de peso adicionales debido a la presencia de la fase amorfa
de TbPO4-nH20. Para estas muestras, los contenidos de agua, Cit y carbonato no pueden
evaluarse con precision, por lo que, con objeto de compararlas, hemos proporcionado
datos solo para muestras preparadas a 7 dias. La tabla 3.1.1 muestra el contenido de agua,
Cit y carbonato de las muestras a los 7 dias de maduracion. A pesar de que el contenido

de Cit y carbonato muestra poca variabilidad, el contenido de agua (tanto adsorbida como
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estructural) aumenta con la concentracién de Tb*", particularmente en las muestras de

[Tb*"]>0.010 M, debido a la presencia de las ya mencionadas fases de TbPO4 hidratadas.
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Figura 3.1.2. Pérdidas de peso en la curva de DSC y TGA de la muestra dopada con 0.07 M de
Tb™".

Las imagenes de TEM, SEM y EDX (Figura 3.1.3) muestran la morfologia de las
nanoparticulas y un mapeo de su composicion elemental. En estas imagenes se observan
morfologias cristalinas aciculares con longitudes que oscilan entre 40 y 80 nm para
aquellas muestras preparadas a [Tb*"]< 0.005 M y tiempos de maduraciéon menores de 7
dias (Figura 3.1.3a-c). El mapa EDX para estas nAp muestra una composicion
homogénea de P, Ca y Tb*" (Figura 3.1.3e-h). Cuando las concentraciones de Tb**
aumentan, el tamafio de particula también lo hace, observandose cristales prismaticos de
Ap de aproximadamente 300 nm de longitud a las 96h (Figura 3.1.3d). A tiempos
mayores de maduracion prevalecen fendmenos de agregacion y aglomeracion, de forma
que los cristales obtenidos se disponen en aglomerados esféricos, tal y como se observan
en las figuras 3.1.3m-r. A tiempos cortos (4h) y concentraciones altas de Tb>" ([Tb**]>
0.01 M), se observan muestras amorfas sin orden aparente (Figura 3.1.3i), mientras que
a las 96 horas se observan nanoparticulas amorfas de TbPO4 que coexisten con nAp

prismaticas (Figura 3.1.3j). A los 7 dias, coexisten agregados prismaticos de apatito de
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gran tamafo con nanoparticulas de TbPOs4 tanto de la fase amorfa como de la fase
rabdofano (Figura 3.1.30-r). Los resultados combinados de PXRD y TEM indican que
los tiempos de maduracién dptimos para obtener nAp dopados con Tb** son inferiores a
7 dias para Tb>" = 0.001 M, inferiores a 96 horas para [Tb**] = 0.005 M, y de 4 horas para
[Tb**]=0.010 M.

Figura 3.1.3. Imagenes de TEM de las nanoparticulas preparadas a diferentes concentraciones de
Tb** y tiempos de maduracién. (a) [Tb**] =0 M, 96 horas; (b) [Tb**] =0.001 M, 96 horas; (c)
[Tb*]=0.005 M, 96 horas; (d) [Tb**]=0.010 M, 4 horas; [Tb**] =0.010 M, 96 horas; (e) [Tb**]
=0.001 M, 96 horas. (f, g, h) Analisis elemental de P, Ca y Tb mediante EDX. Imagenes HAADF
de muestras; (i) [Tb**] =0.015 M, 4 horas, (particulas amorfas); (j) [Tb**] =0.015 M, 96 horas,
TbPO4-H,0, TbPO4-nH,0 amorfo y apatita; (k) [Tb**] =0.020 M, 4 horas, particulas amorfas; (1)
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[Tb*"] =0.020 M, 96 horas, apatito prismatico y nanoparticulas de TbPO4-H,O; la imagen
insertada primas de Ap tras 7 dias de maduracion. Imagenes SEM de las muestras obtenidas a 7

dias de maduracién y concentraciones de Tb*" (m,p) 0.005 M; (n, q) 0.010 M, y (o, ) 0.015 M.

Los espectros FTIR de las muestras dopadas con Tb** en el rango de
concentraciones de 0.001 a 0.01 M, con tiempos de maduracion de hasta 96 horas estan
representados en la figura 3.1.4a. Se puede observar una sefial con una gran amplitud en
el intervalo de 3600 a 2800 cm™' debida a la tension del enlace O—H correspondiente al
agua adsorbida en las nanoparticulas. También se identifican las sefiales caracteristicas
del nAp en la region 400-1800 cm™, incluyendo la tension asimétrica de los grupos PO4*~
(v3PO4) en la region 1000-1100 cm™, Ia tension simétrica viPO4 a 958-960 cm™, y los

modos de flexion vaPO4 a 608 y 1564 cm™'y v2PO4 a 470 cm™.

La presencia de grupos carbonato (CO3*") se evidencia debido a las bandas
localizadas a 1414 cm ™' y 1473 cm™! (v3CO3), y a la banda intensa a 873 cm™! (V2CO3).
Ademas, a partir de la relacion de areas de las bandas correspondientes a los modos v3COs3
y viv 3 PO (rc/p) se puede estimar el grado de carbonatacion o porcentaje de carbonato
en el Ap.?'? Para muestras preparadas con [Tb*'] = 0.010 M a 96 h el grado de
carbonatacion estimado es de 4.02 + 0.5 % en peso, el cual concuerda con los valores
determinados por TGA. Estos valores son ligeramente inferiores a los observados en
muestras sin dopar, que llegan hasta un 5.9 wt.%."! Por tiltimo, la sefial en 535 cm™' en el
dominio v4PO4 determina la presencia de grupos superficiales HPO4>~ (no-apatiticos).

Estas sefiales en su conjunto determinan el caracter biomimético de las nanoparticulas.?'

La caracterizacion espectroscopica Raman se utilizd como técnica
complementaria a FTIR y PXRD. La figura 3.1.4b muestra los picos mas representativos
para el Ap ~960 cm™! (v1PO4), ~430 cm ™! (V2PO4) y ~530 cm™! (V4PO4). La sefial que se
observa en ~1072 cm ! se debe a la combinacién de la banda del modo de vibracion viCO3
en 1070 cm ™! con la del modo v3PO4 en 1076 cm™!.214215 Las pequefias sefiales observadas
en 845 cm™!, se corresponden con el modo 3COO™ de los iones Cit.”' Para muestras
preparadas con [Tb*"]= 0.015 M a 4 h; y aquellas preparadas con [Tb**] = 0.020 M a
cualquier tiempo de maduracion, las sefiales vIPO4 aparecen a 965-967 cm!,

probablemente por la presencia de la fase amorfa de TbPO4-nH20.2!¢

La figura 3.1.4¢ muestra la deconvolucion de la region v2CO3 (picos ~880 y

~872 cm™") para la muestra [Tb*"]= 0.01 M y 96 horas. La deconvolucion muestra los
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picos a ~880 y ~872 cm!, que se corresponden con sustituciones tipo A y B, en las que
los grupos carbonatos reemplazan a grupos OH™ y PO4*~ respectivamente.?!” Ademas,
todas las muestras presentan la banda a ~1590-1600 cm™!, correspondiente a la tension
asimétrica de los grupos —COO~ del Cit.>!® Estos datos corroboran el caracter

biomimético de los nAp obtenidos y complementan los resultados descritos

anteriormente.
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Figura 3.1.4. Espectros FTIR (a) y Raman (b) de muestras con [Tb**] que varian de 0 a 0.02M y
96 horas de maduracion. (c) Deconvolucion de la regién v,CO; para la muestra [Tb**] = 0.01 M

y 96 horas

La PSD y potencial { de las nAp a pH fisioldgico es de gran interés para evaluar
su utilidad en aplicaciones biomédicas, ya que los fenomenos de agregacion/dispersion
dependen del tamafio y la carga superficial de las particulas, por lo que cambios en el pH
determinan la estabilidad del coloide. Estas caracteristicas también afectan la formacion
de la “corona de proteinas” que envuelve las particulas cuando se encuentran en el plasma
bioldgico, hecho a tener en cuenta cuando las nanoparticulas se usan como nanosondas
luminiscentes y de como vehiculos de transporte y liberacion de moléculas

organicas,2%-217.219

La PSD se ha evaluado representado la distribucion en volumen (Figura 3.1.5a)
y la distribucion en volumen acumulada (Figura 3.1.5b), ya que en ella podemos apreciar
visualmente los percentiles de la distribucion Dio, Dso y Doo. El percentil Dio es el mas
préximo al tamano de particula individual, mientras que Dso, mediana de la distribucion,
se ve afectado en cierta medida por la agregacion de particulas. Do esta afectado en su

totalidad por la agregacion de las nanoparticulas. En nanoparticulas preparadas con
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[Tb*"] = 0; 0.001; 0.005 y 0.010 M a las 96 h se registraron valores Dio =59, 59, 111 y
103 nm, y valores de Dso de 745, 186, 153 y 210 nm respectivamente. Estos datos
demuestran que el dopaje con Tb*>" dota a las nanoparticulas de una mayor estabilidad en

solucion acuosa y una menor tendencia a la agregacion que los nAp no dopados.

El estudio de las curvas de potencial { en funcion del pH nos permite deducir la
influencia de los iones Tb*" y el recubrimiento de Cit en la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas (Figuras 3.1.5c-f). En estas medidas, todas las suspensiones de nAp
presentan una disminucion del potencial { a medida que disminuye el pH. Sin embargo,
este efecto es significativamente mayor en las nanoparticulas recubiertas con Cit. Ello se
debe a que el Cit actlia como interfaz entre la solucion y la nanoparticula, de tal manera
que los iones OH  y 1 o 2 de sus grupos —COO™ se orientan hacia la solucion,
disminuyendo del potencial C lo cual favorece la repulsion entre particulas, mejorando la
dispersion y la estabilidad del coloide.??° Por su parte, un aumento de la concentracion de
Tb*" también intensifica la caida del potencial { a valores de pH > 7. Estos datos
confirman que el Cit y el dopaje con Tb*" actiian en sinergia para mejorar la dispersion
de las nanoparticulas en suspension y por ende la estabilidad del coloide, principalmente

a pH > 7 lo cual puede ser muy util para aplicaciones in vivo y pHs fisiologicos.
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3.1.3.2. Estudio de las propiedades luminiscentes en estado sélido y en solucion

acuosa

Los resultados obtenidos en los estudios de luminiscencia se muestran en la figura
3.1.6. Las longitudes de onda de excitacion (Aexc) observadas fueron 230, 283, 302, 319,
340, 352, 369 y 375 nm. Las bandas anchas entre 200 y 300 nm, centradas en 230 nm,
corresponden a las bandas de transferencia de carga (CTB), que ocurren por la
deslocalizacion de electrones desde el orbital lleno 2p del O* hacia el orbital 4f
parcialmente lleno del Tb*>". Ademds, esta banda puede atribuirse parcialmente a la
transicion de transferencia de carga X°*~0?>".?2!222 E] resto de Aexc menos intensas son
debidas a transiciones 'Fs —°Is y *F45 —°H4, 'Fs —°Hs6, 'Fs —°H7, and 'Fs —°L7s, Fs
—3L9,°D2,3Gs, 'F6 —>Lio, y "F6 —°Ge,”D3.2** Dado a que los espectros de emision son
similares en intensidad cuando se usan Aexc 230 nm (UV) y 375 nm (cercano a visible), se
decidid usar Aexc =375 nm por su mayor potencial en aplicaciones biomédicas. La figura
3.1.6 también muestra el aspecto visual de los precipitados obtenidos a 96 h, bajo luz

blanca y bajo luz UV, donde se visualiza la emision verde del Tb*".
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Figura 3.1.6. Espectros no corregidos de excitacion (lineas discontinuas) y emision (lineas
solidas) de las muestras sélidas preparadas con [Tb**]=0.02 M a 4, 24, 96 h y 7 dias. Imagenes
de muestras preparadas con diferentes concentraciones Tb** en tiempos de maduracién de 96 h

bajo luz solar (arriba) e iluminacion con lampara UV de 254 nm (abajo).
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Las diferentes Aem se centran en 491, 545, 585 y 621 nm, las cuales corresponden
a las transiciones °Ds—’Fs, °Ds—’Fs, °Ds—’F4 and °Ds—'F3 del Tb*",
respectivamente.??* Dado que la Aem de la transicion hipersensible sin centro de inversion
(°D4—Fs, 545 nm para Tb**) es la que produce una mayor R.L.I., hemos seleccionado

esta Aem para el estudio.

En primer lugar, se ha estudiado el efecto del tiempo sobre la R.L.I. usando
diferentes concentraciones de Tb*>*. S6lo las muestras con [Tb**]=0.010 M muestran una
variacion significativa en el R.L.I., fendémeno que se atribuye a la presencia de la fase
rabdofano, la cual presenta una menor emision luminiscente. Esta fase también se ha
encontrado en muestras preparadas con [Tb*"] = 0.015 M y 0.020 M, pero en dichas
muestras también se puede encontrar la fase amorfa TbPO4-nH20, la cual contribuye
positivamente al R.L.1. supliendo el efecto negativo del rabdofano en la luminiscencia.?!!
Al analizar la evolucion del R.L.I. manteniendo constante el tiempo de maduracion del
Ap y variando la concentracién de Tb", se observa un aumento lineal en la luminiscencia
con el incremento de la concentracion de Tb*' en todos los casos, lo cual es un resultado
previsible y esperado.?® En cuanto al tiempo de vida de la luminiscencia (1) se observa
que so6lo en el caso [Tb**] =0.010 M, el tiempo de maduracién afecta a 1. Al igual que en
el caso anterior, este hecho se debe a la presencia de rabdofano en el precipitado. Fijando
el tiempo de maduracion de las nanoparticulas, T disminuye ligeramente cuando Tb**
aumenta, hecho que es atribuido al aumento del tamafio y cristalinidad de las

nanoparticulas.

Tal como se observa en la figura 3.1.8, las propiedades luminiscentes de las
muestras en suspension acuosa son similares a las observadas en estado so6lido. Las
propiedades estudiadas (Aexc, Aem, R.L.I. y T) son las mismas a cualquiera de los pH y
temperaturas empleadas en este estudio. Estos resultados, demuestran la estabilidad de
las propiedades luminiscentes bajo cambios en estas variables, las cuales son
particularmente relevantes para el uso de nanoparticulas en ambientes bioldgicos y

estudios in vivo.
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(d) evolucion de t en funcion del pH.
3.1.3.3. Estudios de las propiedades biolégicas

Los efectos bioldgicos de las nanoparticulas dopadas con Tb*" a diferentes
concentraciones se evaluaron en 3 lineas celulares carcinogénicas (A375, MCF7 y HeLa)
y en fibroblastos (no carcinogénica). Como se muestra en la Figura 3.1.9, todas las
muestras presentan una alta citocompatibilidad ya que la viabilidad celular no se ve
afectada por el aumento en la concentracion de Tb>*. Estos datos se corroboran mediante
el andlisis estadistico, que no muestra diferencias significadas entre el crecimiento celular
de las lineas tumorales tratadas y las células usadas como control (sin tratamiento). En el
tratamiento de la linea celular de fibroblastos, se observa una leve disminucion en la
viabilidad celular, la cual se acentua cuando se aumenta la dosis a 100 pg/mL. A pesar de
ello, la viabilidad celular siempre permanece por encima del 70%, limite establecido por
la norma ISO 10993-5:200970,%% para considerar un material biocompatible. Tampoco
se observan cambios morfoldgicos en las células tratadas, independientemente de la

concentracion de Tbh>" usada.

125



Finalmente, las propiedades luminiscentes in vitro, la internalizacién, y la
localizacién intracelular de las nanoparticulas se estudiaron mediante citometria de flujo.
El experimento se llevo a cabo utilizando la linea celular A375, con concentraciones de
nanoparticulas de 100 pg/mL y 0.1 pg/mL y tiempos de tratamiento de 12 y 24 horas. Las
muestras usadas en el estudio fueron aquellas preparadas con [Tb**] = 0.010 M y 0.020
M a 96 horas (Figura 3.1.9b). La intensidad de la fluorescencia celular aumenté en todos
los casos en comparacion con el control no tratado, siendo la mas alta para las particulas
preparadas con 0.010 M de Tb** a una dosis de 100 pg/mL a las 12 horas de tratamiento,.
A las 24 horas, la fluorescencia disminuy6 en todos los casos lo que sugiere una
degradacion o expulsion de las nanoparticulas por parte de las células. La internalizacion
celular se confirmé mediante microscopia confocal tal y como se observa en la figura
3.1.9¢, demostrando el potencial de las nAp obtenidas para su uso en aplicaciones de

bioimagen.
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con el tratamiento.
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En resumen, el método de descomplejacion térmica ha permitido preparar
nanoparticulas de Tb*":cit-nAp con propiedades biomiméticas utilizando una
concentraciéon maxima de Tb** ~12.8% en peso (Tb**=0.010 M, 96 h), ya para
concentraciones mayores de Tb*" (19.10% y 21.71% en peso) se produce una mezcla de
Ap y TbPOs. La concentracion de Tb*>" en las muestras, conlleva un aumento casi lineal
de la R.L.I., independientemente de la composicion de la muestra, lo que demuestra que
la presencia de fases de TbPO4 en la muestra es positiva para aumentar la luminiscencia.
Ademas de la intensidad, las nanoparticulas presentan elevados tiempos de vida de
luminiscencia, asi como, propiedades Opticas similares en polvo y dispersas en agua, sin
afectarse por el pH, la fuerza idnica o la temperatura. Por otro lado, las nAp no presentan
citotoxicidad frente a las lineas celulares carcinogénicas A375, MCF7 y HeLa, asi como
frente a células sanas de fibroblastos. Se ha podido demostrar la internalizacion y la
luminiscencia después de la captacion celular, permitiendo la localizacion intracelular
mediante citometria de flujo y microscopia confocal de fluorescencia. Por lo tanto, las

particulas son excelentes candidatas versatiles para bioimagen y transporte de farmacos.

Los resultados obtenidos en este capitulo, han dado lugar a la publicacion N°1 de
esta tesis doctoral “Luminescent citrate-functionalized terbium-substituted
carbonated apatite nanomaterials: structural aspects, sensitized luminescence,

cytocompatibility, and cell uptake imaging” (Nanomaterials, 2022, 12(8), 1257).
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3.2. Preparacion de nanoparticulas de
apatito dopadas con iones Mg*",
Mn?* y Co** mediante un método

hidrotermal one-step, partiendo de
CaCOs biogenico






3.2.1. Introduccion

Los estudios realizados en el capitulo anterior, han demostrado la importancia y
algunas de las aplicaciones de las nAp dopadas con metales. Sin embargo, la produccion
de este material a gran escala es un proceso costoso que requiere gran cantidad de materia
prima y energia. Sin embargo, existe la posibilidad de obtener materias primas de bajo

costo a partir de desechos, favoreciendo ademas el reciclaje de estos materiales.

Las conchas de moluscos son estructuras complejas formadas por CaCOs3 y
materia organica (1-5% peso), siendo considerados composites naturales. En 2018, la
produccion de conchas de moluscos a nivel mundial alcanzé 17.3 millones de
toneladas.??® Diversos estudios han intentado transformar el CaCO3 biogénico (bCCP) de
estas conchas en Ap, proponiendo una alternativa ecologica que cumpla los principios de
la economia circular.??’2% Las estrategias convencionales para tal fin constan de dos
etapas: 1) calcinacion de bCCP a 900-1100 °C para obtener CaO y CO2, y 2) valoracion
acido-base del CaO hidratado con un reactivo 4acido fosfatado, tipicamente el
H3P04.2%%! Sin embargo, las altas energias de calcinacién se traducen en un aumento
del costo de este tipo de operaciones cuando se escalan para obtener un aumento de la
produccion. En nuestro laboratorio, se ha desarrollado un método hidrotermal de una sola
etapa para transformar bCCP en Ap de tamafio micro /nanométrico.?*%?** Este método es
de bajo coste pues no se requiere calcinacion a altas temperaturas, ademas es respetuoso
con el medio ambiente, ya que no existe liberacion de CO2 ni uso de 4cidos fuertes
contaminantes. Ademas, hemos introducido en la formulacion diferentes iones metalicos
(M) como Co?", Mg?" y Mn*", metales implicados bioloégicamente en el metabolismo y el
desarrollo 6seo, la diferenciacion celular y la angiogénesis.”** %3¢ Ademas, el Co*" se
conoce por su actividad antibacteriana y su influencia en el proceso de inflamacion
promoviendo la liberacion de citocinas.?*” El dopaje de nAp con estos metales permite

introducir y reforzar propiedades de gran interés para su uso en ingenieria tisular.

El presente capitulo tiene como objetivo la sintesis de nAp dopadas con metales
de interés biolodgico mediante transformacion hidrotermal, utilizando como materia prima
bCCP de conchas de moluscos. Se realizara una caracterizacion de las propiedades fisico-
quimicas y se realizard un estudio exhaustivo de las propiedades bioldgicas evaluando
parametros como la citotoxicidad celular y la capacidad de las nuevas nanoparticulas para

inducir la diferenciacion osteogénica de células madre mesenquimales in vitro.
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3.2.2. Sintesis de nanoparticulas

Las conchas se lavaron con agua y seguidamente se sumergieron en una solucion
de hipoclorito sddico (NaClO) al 5 % v/v durante 24 horas. Este tratamiento de
“bleaching” permite eliminar los residuos organicos de la superficie. A continuacion, las
conchas se secaron y trituraron en un molino de bolas. El polvo resultante se tamiz6 a @

<45 pm. El material tamizado ha sido el bCCP usado en la sintesis hidrotermal de Ap.

Para ello, se prepararon tres suspensiones acuosas de 100 mL, de composicion
490 mM de bCCP y 10 mM de Co**, Mg** 0 Mn?", respectivamente, y tres soluciones de
100 mL de composicion 300 mM KH2POa. Las suspensiones de bCCP/M y las soluciones
KH2POs se mezclaron 1:1 v/v y se colocaron durante 7 dias en una estufa a temperaturas
entre 20 °Cy 100 °C (A20 °C). Los experimentos se realizaron utilizando tubos de ensayo
de vidrio Pyrex de 10 mL sellados. Para estudios a temperaturas superiores, entre 120 °C
y 200°C (A20 °C) se us6 una caja de acero multipocillo con vasos de teflon y cierre
atornillado, disenada y construida especificamente para este trabajo. Los precipitados
obtenidos se recogieron mediante sucesivos ciclos de lavado con agua desionizada y
centrifugacion (6 ciclos a 9.000 rpm durante 9 minutos cada uno), para finalmente

liofilizarlos durante 12 horas (-50 °C y 3 mbar).2082%
3.2.3. Resultados y discusion

3.2.3.1. Influencia de la temperatura en la transformacion de bCCP en micro-

nanoparticulas de apatito dopadas con iones metalicos

La transformacion de bCCP con la temperatura en presencia de 10 mM de Mg?",
Mn?" y Co®" se ha analizado mediante PXRD (Figura 3.2.1), espectroscopia FTIR y
Raman (Figura 3.2.2).

Los diagramas PXRD muestran como a temperaturas bajas (20 y 40 °C) los
precipitados presentan reflexiones correspondientes al bCCP (fase calcita, PDF 01-086-
2339), principalmente a 26 =23.6 © (012) y 29.3 ° (104). Ademas, se observa la presencia
de CaHPO4-2H20 (brushita), caracterizada por la reflexion a 26 = 11.70° (020) (PDF 00-
009-0077). Por encima de 60 °C aparece la fase Ap cuyas reflexiones caracteristicas son
20 =25.8 ° (002) y el cuadruplete (211), (112), (300) y (202) a 31.77°,32.19°,32.90 °y
33.9 ° respectivamente (PDF 01-089-5631). Cabe destacar que, al usar Co*" y Mg
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aparece una reflexion a 31.15 ° que corresponde a la fase whitlockita (W), probablemente
dopada con el metal. Cuando se usa Co*", el porcentaje de esta fase en la muestra es
menor; sin embargo, cuando utilizamos Mg?*, la fase W es visible incluso en los
experimentos a 200 °C. Esta fase denominada Mg-W, de formula
CaisMg2(HPO4)2(PO4)12 (PDF 04-009-3397), ha sido reportada previamente por otros
autores. Conforme se aumenta la temperatura, los difractogramas muestran la
transformacion completa de bCCP en Ap a 200 °C, independientemente del metal
utilizado en el experimento. Este Ap, y a diferencia del nAp obtenido en el capitulo
anterior, presenta un mayor grado de cristalinidad y un mayor tamano de particula a juzgar
por las reflexiones mas estrechas e intensas. Los resultados confirman la transformacion
completa de bCCP en Ap a 200 °C; por ello las muestras obtenidas a esta temperatura son

las que se han usado en la mayoria de las caracterizaciones.
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Figura 3.2.1. Difractogramas de PXRD correspondientes a la transformacion de bCCP en Ap
entre 20 y 200 °C, en presencia de los iones dopantes Co®", Mg*" y Mn*', asi al Ap (PDF 01-
089-5631) y la calcita (PDF 01-086-2339).
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La composicion de las muestras obtenidas a 200 °C, se ha analizado mediante
refinamiento Rietveld de los difractogramas de PXRD, asi como mediante ICP-MS y
ICP-OES. Los datos de este analisis cuantitativo, recogidos en la Tabla 3.2.1, revelan
una alta cantidad de Mg-W (30% en peso), mientras que la cantidad de W disminuye a ~
5% peso en el caso de usar el Co?" y no aparece cuando usamos Mn?*, lo que indica una
conversion de bCCP a Ap mas eficiente. Con respecto a la cantidad de metal que dopa las
muestras, la cantidad mas alta correspondié al Co*" (7.7 ppm) mientras que el Mg*" se
incorpord en cantidades de 4.3 ppm, sin embargo, parte de estos iones se encuentran
dopando la Mg-W. Finalmente la cantidad de Mn?" incorporada en las muestras es la més

baja entre los metales usados (~1 ppm), pero a su vez es la unica fase que no contiene W.

Tabla 3.2.1. Composicion quimica (ppm), relaciones molares (Ca+M)/P determinadas mediante
ICP-MS y ICP-OES, y composicion de fases (en % en peso) determinadas mediante refinamiento

Rietveld de difractogramas de las muestras preparadas a 200 °C

- 0 0 0 297.2 127,10 99.4 0 1.82
Co?* 7.7 0 0 287.2 135.70 94.7 53 1.66
Mg** 0 43 0 286.7 136.30 70.1 28.7 1.66
Mn?* 0 0 1.1 280.3 127.20 98.4 0 1.71

M-Ap (Ap dopado con metal); M-W (whitlockita dopada con metal); C (calcita)

Para corroborar los resultados obtenidos por PXRD se realiz6 una caracterizacion
complementaria mediante FTIR (Figura 3.2.2a,b) y Raman (Figura 3.2.2¢,d). El
espectro FTIR de CaCOs3; muestra las sefales correspondientes al modo de vibracion
v3CO3 ~1415 cm™! y dos sefiales de pequefa intensidad a 875 cm™! (v2C0O3) y 710 cm™!
(v4CO3). El Ap por su parte muestra las bandas correspondientes a los modos de vibracion
principales del grupo PO4>~ en la zona de 1020 cm ™! (v3PO4) y en 560 y 604 cm ™! (V4PO4).
La presencia de una banda a 875 cm™! es habitual en Ap sustituido con grupos CO3%". Se
observa como a 200 °C las principales sefiales del CaCOs desaparecen, quedando
pequefias sefiales en 1419 cm™!, 1449 cm™' y 875 ecm™! (v2C03) correspondientes a los

grupos CO3 que dopan el Ap.
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Figura 3.2.2. Analisis FTIR (a,b) y Raman (c,d) de la transformacion de bCCP en Ap a 40 y 200

°C, usando Co, Mg y Mn como elementos dopantes.

El tipo de carbonatacion (A o B) se puede determinar mediante deconvolucion de
la banda v2COs lo cual revela tres sub-bandas diferentes (Figura 3.2.3). Para Co-Ap, se
encuentran en ~880, ~872, y ~866 cm™!; para Mg-Ap en ~879, ~873, y ~868 cm ! y para
Mn-Ap en ~880, ~873, y ~868 cm™'. En los tres casos se atribuyen a especies de CO3*
tipo A (reemplazando OH"), tipo B (reemplazando PO4+*") y CO3* labiles ubicadas en la
superficie de las particulas.?!>?*® El grado de carbonatacién también se estimd utilizando
el método que compara la intensidad de v2CO3 con las de vi-v3PO4. Seglin este método,

el grado de carbonatacion estimado fue de 2.1 + 0.2% en peso para Co-Ap, 3.2 + 0.2% en
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peso para Mg-Ap y 1.9 = 0.1% en peso para Mn-Ap. Estos datos demuestran que el Ap
dopado con estos metales presenta una sustitucion de CO3>~ similar a la observada en la
sintesis de Ap biomimético mediante el método de descomplejacion térmica usando
reactivos comerciales en el capitulo anterior. Ello indica que el uso de bCCP como

materia prima es valido para el proposito de obtener apatitos biomiméticos.
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Experimental Experimental Experimental
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Figura 3.2.3. Deconvolucién de la banda v2COs localizada a ~875 cm ™ para las muestras Co-Ap,

Mg-Ap y Mn-Ap preparadas a 200 °C.

Para evaluar el tamafio de particulas de las muestras, las figuras 3.2.4a,b muestran
las PSD en volumen y en volumen acumulado. Estas ultimas permiten la observacion
visual de los percentiles Dio, Dso y Doo mediante lineas horizontales discontinuas. El
porcentaje mayor de particulas se encuentra entorno a los 15.7 nm para las muestras
dopadas con Mg, 255 nm para el Mn y 825 nm para aquellas muestras dopadas con Co,
mientras que el Ap sin dopar presenta un tamafio de particula promedio de 68 nm.
Ademas, en estas curvas se observa un porcentaje de particulas de mayor tamafio hacia
los 1000 nm, que se consideran agregados. Si observamos el porcentaje en volumen
acumulado, so6lo Ap sin dopar presenta el Dio y la mediana Dso en el rango de tamafos
nanométricos, mientras que en las muestras dopadas con metales estos valores se
encuentran en el intervalo submicrométrico y micrométrico, debido a la presencia de
particulas mas grandes y agregados. El D9o, completamente dominado por la agregacion
se encuentra en el rango de tamafios micrométricos para todas las muestras, menos para
el Ap no dopado. Estos datos indican que el dopaje del Ap con M, induce fenémenos de
agregacion y crecimiento de las particulas, resultando en particulas y agregados de mayor

tamano.
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Figura 3.2.4. (a) Distribucion de tamafio en volumen. (b) Distribucion de tamafios en volumen

acumulada. (c) Potencial { versus pH.

Para realizar un estudio mas profundo sobre los fenémenos de agregacion y
dispersion en suspension acuosa se ha analizado el potencial { en funcion del pH (Figura
3.2.4¢). En el Ap, se observa una disminucion del potencial L a —5.4 (pH 7) y —15 mV
(pH 11) debido al aumento de cargas negativas superficiales (OH"), lo que indica que a
medida que aumenta el pH las fuerzas repulsivas son mas fuertes que las atractivas, lo
que conduce a la dispersion del coloide, ergo a una suspension estable. Por su parte, las
muestras dopadas con M muestran potenciales { positivos debido a la reversion de la
carga causada por los metales dopantes. Este resultado se debe a la presencia de cationes
en la superficie de las particulas, especialmente en el caso de Co?*, ya que Co-Ap muestra
el potencial { mas alto, alcanzando valores de +25.4 mV (pH 6) y +17.1 mV (pH 7), lo
que esta relacionado con una mayor cantidad de metal dopante (7.7 ppm). Los potenciales
{ medidos para las muestras dopadas con Mg?* y Mn**, sin embargo, son muy bajos a pH
fisiologicos (5.4 y 4.5 mV a pH 7), lo que indica que las particulas estan practicamente
descargadas. En estas condiciones, las repulsiones electrostaticas son menos decisivas y
las suspensiones coloidales son menos estables, por lo que tienen mas tendencia a la

agregacion que el Ap en su estado natural. 2>

Un anadlisis detallado de la morfologia de las particulas preparadas a 200 °C ha
sido realizado mediante SEM. Las figuras 3.2.5a-d confirman los resultados de PSD
mostrando la presencia de particulas submicrométricas (dimensiones caracteristicas (L)
<1000 nm) con diferentes morfologias (placas hexagonales, prismas, cubos, varillas).
Sélo en la muestra Mg-Ap (Figura. 3.2.5¢), compuesta por Mg-Ap (~70% en peso) y

Mg-W (29% en peso), se pueden distinguir claramente dos tipos de morfologias, varillas
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de tamafio nanométrico y prismas hexagonales de tamafio micrométrico. Ademas de las
particulas de mayor tamafo, se observan nanoparticulas con tamanos inferiores a 100 nm,
que han podido ser observadas en TEM (Figuras 3.2.52e-h). Estas nanoparticulas
dopadas con metales tienden a adoptar una morfologia de plaqueta, diferente de la

morfologia en varilla caracteristica de la Ap.

Las particulas de mayor tamafio estudiadas presentan valores de L de 460 + 102
nm para el Ap; 217 + 38 nm para Co-Ap; 360 = 32 nm para Mg-Ap y 180 £ 19 nm para
Mn-Ap. Por su parte, las particulas de menor tamafio presentan un L de 48 + 20 nm para

Ap; 73 £ 18 nm para Co-Ap; 57 + 6 nm para Mg-Ap y 47 + 8§ nm para el Mn-Ap.

- =
Figura 3.2.5. Imagenes SEM (a-d) e imagenes TEM (e-h) de las muestras Ap, Co-Ap, Mg-Ap y
Mn-Ap respectivamente, preparadas a 200 °C. La escala de todas las imagenes corresponde a 200

nm.

Debido a que la muestra Mg-Ap es la tinica que presenta dos morfologias
claramente definidas, dicha muestra fue la seleccionada para realizar un analisis mediante
HRTEM. La micrografia HAADF-STEM y los mapas de composicion elemental EDX de
Ca, Mg y P representados en la figura 3.2.6, muestran la presencia de iones Mg** en
ambas morfologias cristalinas. Ademas, el patron de difraccion de electrones en el area
seleccionada (SAED) de las nanoparticulas muestra las reflexiones de los planos (002) y
(211) del Ap, mientras que el patron SAED del area que muestra los prismas contiene
anillos y puntos que se asocian a los espaciados de red 2.87 A, 2.74 A, 2.69 A, 2.66 A,
1.94 A, 1.91 A y 1.67 A. Dichos espaciados corresponden a los planos (0 2 10), (1 2 8),
(036),(1112),(143),(1118)y(508)delafase Mg-W (PDF 04-009-3397). Algunos
de los anillos estdn asociados con los planos (002), (121) y (311) del Ap, lo indica la
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presencia de ambas fases en la muestra, confirmando definitivamente los resultados

obtenidos mediante PXRD.

Figura 3.2.6. Imagenes de HAADF-STEM y mapas de composicion elemental EDX de Ca,
Mg y P para la muestra Mg-Ap preparada a 200 °C.

3.2.3.2. Estudios de las propiedades bioldgicas
3.2.3.2.1. Citotoxicidad celular

El Ap es un material muy utilizado para aplicaciones biomédicas y la introduccion
de un dopaje parcial con metales en su estructura cristalina puede tener un gran impacto
en sus propiedades bioldgicas, lo que constituye una cuestion importante que debe
investigarse. Para evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas, se ha realizado el ensayo
MTT tras 3 dias de incubacion con dos lineas celulares murinas, MS1 (células
pancredaticas endoteliales) y m17.ASC (células madre mesenquimales). La figura 3.2.7
muestra los resultados de viabilidad celular, en los que el fArmaco quimioterapéutico
doxorrubicina (reportada como Doxo) es utilizada como control interno. Todos los
tratamientos se dan en concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 pg/mL y se comparan con las

células no tratadas (CTRL").
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Figura 3.2.7. Viabilidad celular de las nanoparticulas en células (a) MS1 y (b) m17.ASC. Los
niveles de significacion se evaluaron con la prueba de comparaciones multiples de Dunnett (* p

<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).

Las nanoparticulas mostraron una excelente citocompatibilidad en ambas lineas
celulares, ya que la viabilidad es sistematicamente superior al 80 % en todos los
materiales y concentraciones probadas. So6lo en las células MS1, cuando se trataron 100
png/mL de Co-Ap, se observo una viabilidad inferior, de alrededor del 75 %, también
aceptada como biocompatible, ya esta por encima del 70%, limite establecido por la
norma ISO 10993-5:2009.2*° Esta ligera reduccion de la viabilidad celular puede deberse
a la absorcion celular directa de las nanoparticulas dopadas o a la liberacion parcial de
iones Co®* en el medio circundante, que puede inducir estrés oxidativo en las células. El
estrés oxidativo se caracteriza por una sobreproduccion de especies de oxigeno reactivas
que pueden provocar dafios en componentes de las células tales como proteinas, lipidos
y ADN.**! Estos fendmenos de estrés oxidativo también han sido reportados en
tratamientos con dosis elevadas de Mn?". No obstante, en las concentraciones adecuadas

el Mn?" desempefia un papel crucial como cofactor en numerosas enzimas vitales para
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funciones biologicas especificas como el metabolismo energético, la coagulacion de la
sangre y el desarrollo 6seo. 2** Por su parte, y como es de esperar, la viabilidad celular en
presencia de Doxo disminuye por debajo del 50 % en todas las concentraciones, lo que
confirma la citocompatibilidad de los materiales en el rango de concentraciones

evaluadas.
3.2.3.2.2. Induccion de la diferenciacion osteogénica

Ademas de las propiedades osteogénicas del apatito,?**>* los iones metalicos
como el Mg?*y el Mn?" desempefian un papel importante en el metabolismo de los huesos
y en los procesos de angio-osteogénesis.>*>* Por ello, en otra serie de experimentos, se
ha evaluado la capacidad de las nanoparticulas para inducir la diferenciacion osteogénica
en cé¢lulas madre mesenquimales murinas. En estos ensayos se ha utilizado la
cuantificacion de la expresion de genes osteogénicos, asi como ensayos de tincion ALP
y ARS, para realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo de la diferenciacion

osteogénica.
3.2.3.2.2.1. Expresion génica

Para evaluar la diferenciacion 6sea mediante estudios de expresion génica, las
células m17.ASC se trataron con 25 pg/mL de nanoparticulas durante 10 dias. El medio
de diferenciacion osteogénica se utilizd6 como control positivo, tal como se indica en
Zamperone et al.?* En estos ensayos se analizaron mediante g-RT-PCR los genes de la
proteina morfogenética 6sea 2 (BMP2), colageno tipo 1 A (COL1A1 - COL1A2),
proteina gamma-carboxiglutamato 6sea (BGLAP - osteocalcina), fosfoproteina secretada
1 (SPP1 - osteopontina) y el activador del receptor del ligando del factor nuclear kappa B
(RANKL). Todos estos genes estan involucrados en la osteogénesis y se toman como

marcadores para la diferenciacion osteogénica.

Los resultados obtenidos (Figura 3.2.8), indican una regulaciéon secuencial
ascendente de los genes marcadores, que se corresponden con varias etapas de

diferenciacion y maduracion osteogénica.

En primer lugar, se evalua el principal componente en el desarrollo de los huesos
que es la proteina 6sea morfogenética BMP2. Esta proteina desempefia un papel

fundamental en la formacion 6sea a lo largo del desarrollo, la curacion de fracturas y la
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fusion espinal, al unirse a receptores de la superficie celular e inducir la diferenciacion de
los osteoblastos y la actividad osteoinductora.?*® El tratamiento con las nanoparticulas
regula al alza la BMP2 lo que impulsa la expresion de las principales macromoléculas de
la matriz 6sea, el colageno de tipo I (COL1A1 y COL1A2), por lo que también es
conocida como un indicador temprano de las células osteoprogenitoras.?®*! COL1A1 y
COL1A2, asi como la expresion de la ALP, desempefian un papel fundamental en la
osteogénesis porque actian como componentes estructurales formando colageno de tipo
I que proporciona la resistencia a la traccion necesaria para la formacion de la matriz osea.
Ademas, los COL1A1 y COL1A2 influyen en varias vias de sefializacion esenciales para
la osteogénesis dando lugar a interacciones con integrinas localizadas en la superficie de
los osteoblastos, lo que, a su vez, desencadena cascadas de sefializacion intracelulares
fundamentales para el intrincado proceso de formacion 6sea.?>? Curiosamente, todas las
nanoparticulas inducen un aumento significativo de la expresion de COL1A1, mientras

que COL1AZ2 so6lo se sobre expresa en los tratamientos con nAp y Mg-Ap.

El andlisis de la expresion del gen BGLAP, también conocida como osteocalcina,
se considera un marcador de diferenciacion osteogénica de etapa media a tardia.>® Al
igual que en los casos anteriores, las nanoparticulas inducen un aumento significativo de
la expresion de BGLAP. Del mismo modo, la expresiéon del SPP1 sigue la misma
tendencia, ya que todos los compuestos son capaces de regular al alza este gen en
comparacion con el medio de induccidon osteogénica. La sobreexpresion de SPP1 es
importante ya que se considera un marcador de etapa intermedia en el proceso de
osteogénesis, ya que este gen codifica la proteina osteopontina, que promueve la
formacion 6sea y la mineralizacion. Por lo tanto, esta glicoproteina esta relacionada con
la osteogénesis y el anclaje de los osteoclastos a la matriz de remodelacion 6sea. Ademas,
la SPP1 esta presente no solo en los osteoblastos y la matriz 6sea mineralizada, sino
también en la osificacion intramembranosa, potenciando la diferenciacion y proliferacion

osteoblasticas.?>*?%

Por ultimo, el RANKL se ha estudiado debido a su papel en la maduracion,
diferenciacion y activacién de los osteoclastos.>>® En consecuencia, el RANKL se
reconoce como una pieza fundamental del equilibrio entre la formacion y la resorcion del
tejido 6seo. En la literatura, las pruebas directas que relacionan las nanoparticulas de
hidroxiapatita con el aumento de la expresion del gen RANKL son limitadas, pero
algunos estudios sugieren posibles mecanismos por los que podria producirse este
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fenémeno. En este estudio, aunque se observa una ligera sobreexpresion del gen RANKL
por parte de las nanoparticulas, sélo el medio osteogénico indujo la expresion del gen

RANKL de forma diferencial en las m17.ASC.
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Figura 3.2.8. Expresion relativa de genes marcadores en m17.ASC. Los histogramas muestran
los niveles de ARNm de los genes BMP2, COL1A1 y COL1A2, BGLAP, SPP1 y RANKL,
detectados mediante q-RT-PCR tras el tratamiento con las nanoparticulas. Los datos se expresan
como la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes utilizando ANOVA
unidireccional con la prueba posterior de comparacion de Dunnet frente a CTRL™ (* p <0,05; **

p <0,01; **% p < 0,001; **** p < 0,0001).
3.2.3.2.2.2. Tincion Fosfatasa Alcalina

La tinciéon ALP permite evaluar la actividad de la enzima ALP, que es un
indicador temprano de la diferenciacion osteogénica. La figura 3.2.9a muestra las células
m17.ASC tras ser tratadas durante 14 dias con las nanoparticulas y ser tefiidas para ALP.
Los analisis cuantitativos de las imagenes (Figura 3.2.9b) demuestran que el Ap induce
un efecto osteogénico similar al del medio de diferenciacion osteogénico. En
comparacion con las células no tratadas, las muestras de Mg-Ap y Mn-Ap también
presentaban niveles significativamente superiores de actividad ALP, lo que indica una
tasa mayor de diferenciacion osteogénica. Sin embargo, estos resultados sugieren que, en
las condiciones experimentales ensayadas, la capacidad osteogénica de Ap se ve reducida
por la introduccion de iones metalicos en su estructura cristalina y probablemente por la
presencia de la fase M-W. A su vez, la introduccion de Co, disminuye drésticamente la
capacidad osteogénica del Ap debido a las ya mencionadas propiedades

antiproliferativas.?®’
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Figura 3.2.9. Efecto de las nanoparticulas sobre la actividad de la enzima ALP en células
ml17.ASC. Imagenes de microscopio tomadas con 200 aumentos. Analisis cuantitativo de la
actividad ALP obtenido mediante el recuento del area tefiida con el software Imagel. La
estadistica se calculé6 mediante ANOVA unidireccional con postest de comparacion de Dunnett

frente a CTRL™ (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).
3.2.3.2.2.3. Tincion Rojo de Alizarina

Ademas de la ALP, la tinciéon ARS es un indicador importante del proceso de
diferenciacion osteogénica, ya que permite observar y cuantificar los depositos de calcio
en la matriz celular lo que se considera un rasgo distintivo de la osteogénesis que se

produce durante la tltima fase de diferenciacion

La figura 3.2.10a muestra las imagenes de microscopia Optica, mientras que la
figura 3.2.10b muestra el correspondiente analisis cuantitativo de los experimentos con
ARS tras 14 dias de incubacion con las células m17.ASC. Los datos demuestran la no
mineralizacion de la matriz celular en las células no tratadas (CTRL"), mientras que las
células tratadas con el medio de diferenciacion osteogénica presentan la mayor tasa de

mineralizacion. En cuanto al tratamiento con nanoparticulas, el Ap presenta la mayor tasa
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de mineralizacién, estando casi al mismo nivel que el medio osteogénico. Por su parte,
las nanoparticulas dopadas con metales también fueron capaces de inducir un aumento
significativo de la matriz de mineralizacion lo que demuestra un impacto en la capacidad
osteogénica. Es este caso, la tendencia de las muestras dopadas con Co, es similar a la ya

reportada, ya que presenta los valores de absorbancia mas bajos.
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Figura 3.2.10. Efecto de las nanoparticulas sobre los depdsitos de calcio en la matriz celular
m.17.ASC tefiida con ARS y cuantificadas. (a) Imagenes de microscopio Optico de las células
m17.ASC con un aumento de 200. (b) Analisis cuantitativo de ARS. La estadistica se calculo
mediante ANOVA unidireccional con postest de comparacion de Dunnett frente a CTRL ™ (****

p <0,0001).
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En resumen, se ha logrado una transformacion en una sola etapa del bCCP en nAp
mediante la técnica hidrotermal a temperaturas de 200 °C. Durante este proceso, ha sido
posible el dopaje de las nAp con iones bioldgicamente relevantes como Mn*", Co*" y
Mg?". La caracterizacion de las nAp ha revelado la presencia de grupos CO3> en la
estructura , asi como morfologias en placas y varillas, tipicamente del Ap bioldgico. La
introduccion de iones metalicos ha demostrado tener un impacto en el tamafio de particula
del Ap, asi como aumentar la tendencia a la agregacion, propiedades, que son relevantes
en los fendmenos de regeneraciéon oOsea. El comportamiento biologico de estas
nanoparticulas ha sido excelente, demostrando una alta citocompatibilidad cuando se
incuban con células madre endoteliales y mesenquimales murinas y permitiendo la
modulacion de genes y la actividad enzimatica de factores clave involucrados en la

diferenciacion osteogénica in vitro.

La publicacién de los resultados de este capitulo se encuentra en fase de

preparacion.
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3.3. Nucleacion de apatito sobre
laminas de grafeno y 6xido de
grafeno funcionalizadas mediante
difusion de vapor en microgotas






3.3.1. Introduccion

A pesar de ser el mayor constituyente inorganico del tejido 6seo y exhibir unas

propiedades biologicas excelentes,?0”->3%

el nAp tiene un uso limitado en sustitucion dsea,
ya que carece de las propiedades mecanicas adecuadas.?>®?%° La preparacion de materiales
hibridos (composites) que combinen las propiedades bioactivas del nAp con las
propiedades mecanicas de un material de refuerzo, es una estrategia de gran interés para

enfrentar este desafio.?6026!

En este capitulo se ha explotado la técnica de mineralizacidon en microgotas por
difusion de vapor (del inglés, sitting drop vapour difusion, SDVD) para generar
nanocomposites de Ap con propiedades hibridas. Esta técnica, investigada desde hace
tiempo por nuestro grupo de investigacion, permite inducir la nucleaciéon de nAp
biomimético sobre diferentes superficies.?>2%* En este caso particular, y debido a sus
excelentes propiedades mecénicas, se han seleccionado materiales derivados del grafito,
como son G y GO, para actuar como superficies heteronucleantes en la deposicion del
nAp y preparar asi nanocomposites G/nAp y GO/nAp que permitan mejorar las

propiedades mecanicas del Ap.

Durante el proceso de exfoliacion mediante sonicacion en fase liquida (sonication
assisted liquid phase exfoliation, LPE) del grafito se han utilizado diferentes
biomoléculas, a saber, los aminoécidos esenciales L-arginina (L-Arg), L-alanina (L-Aln)
y 4cido L-aspartico (L-Asp), y el 4acido citrico (Cit) (Figura 3.3.1).2% Ademas de actuar
como biotensioactivos estabilizando las suspensiones de G y GO, se espera que estas
biomoléculas funcionalicen sus superficies, y desempefien un papel importante en la
nucleacion y en las propiedades del nAp depositado. 724267 Adicionalmente, para
completar la paleta de aplicaciones de los nanocomposites se han introducido iones Tb**
en la formulacion, con objeto de desarrollar un material que combine las propiedades
biologicas del nAp, las propiedades mecanicas del G y GO y las propiedades

luminiscentes del Tb".268
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Figura 3.3.1. Diagrama de los aminoacidos utilizados para la LPE de grafito y la

estabilizacion de suspensiones de GO, los puntos isoeléctricos y los pKa del &cido citrico

Los objetivos desarrollados en este capitulo se centran en evaluar la capacidad del
método SDVD para la sintesis de nanocomposites hibridos G/nAp, GO/nAp y dopados
con Tb**. Se ha realizado una caracterizacion exhaustiva de los materiales evaluando sus
propiedades fisicoquimicas y biologicas, abordando aspectos de composicion,
morfologia, estabilidad, fluorescencia, propiedades mecanicas y biocompatibilidad,
ademas de estudiar la influencia de los diferentes aminoacidos sobre las propiedades

finales del material.
3.3.2. Sintesis de los nanocomposites

Las ldminas de G se prepararon mediante la técnica LPE a partir de grafito. En
este proceso las biomoléculas L-Arg, L-Aln, L-Asp y Cit actuaron como tensioactivos
para estabilizar las suspensiones. Se prepararon suspensiones de 10 mL que contenian
100 mg de grafito (Sigma-Aldrich, pureza 99.99%) y 3.48 mg de L-Arg, 1.78 mg de L-
Aln, 2.66 mg de L-Asp o 3.84 mg de Cit (Sigma-Aldrich, pureza 99%) en agua
desionizada ultrapura (Milli-Q). La sonicacion se realizé durante 5 horas en bano de hielo
para evitar aumentos desmesurados de la temperatura. Las suspensiones resultantes se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recogi6 cuidadosamente
y se sonico nuevamente durante 1 hora, seguido de una segunda centrifugacion de 5
minutos a 3500 rpm. El sobrenadante final se retird y se almacend a 4 °C antes de los
experimentos de mineralizacién. De manera similar, las suspensiones de GO (10 mL) se
prepararon diluyendo 1 mL de GO concentrado (Sigma-Aldrich, pureza 99.99%) y 3.48
mg de L-Arg, 1.78 mg de L-Aln, 2.66 mg de L-Asp o0 3.84 mg de Cit. La mezcla se sonicd
durante 30 minutos. Tras la preparacion de las suspensiones de G y GO se midio6 el pH

para evaluar su variacioén durante la fase de precipitacion.
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Los experimentos de mineralizacion se llevaron a cabo mediante el método SDVD
en una “seta de cristalizacion” (Triana Sc. & Tech, S.L..) a 20 °C y 1 atm de presion total.
En la “seta de cristalizacion”, la camara de cristalizacion (superior) y de generacion de
gas (inferior) estan conectadas a través de un agujero de 6 mm de didmetro para permitir
la difusion de vapor. La tapa de vidrio y la camara de cristalizacion se sellaron con grasa
de silicona. Se utilizé una seta de cristalizacion para cada nanocomposite. En las setas, se
colocaron 10 gotas de 40 uL que se prepararon mezclando 20 pL de suspensiones de G o
GO més 50 mM de Ca(CH3COO)2 con 20 pL. de 30 mM de (NH4)2HPO4, mientras que la
camara de generacion de gas se depositan 3 mL de una solucion de 40 mM NH4HCO:s.
En cada seta se incluyeron 2 gotas de solucion de control sin material de refuerzo. Los
experimentos duraron 21 dias, asegurando la maduracion del Ap depositado. Al final del
experimento, todas las gotas de la misma condicion se recogieron en un mismo eppendorf
de 1 mL y se centrifugaron durante 15 minutos a 10.000 rpm, para posteriormente retirar
el sobrenadante y lavar el pellet resultante con 1 mL de agua (2 lavados). El pellet final

se dejo secar a temperatura ambiente durante 1 dia.
3.3.3. Resultados y discusion
3.3.3.1. Especiacion, sobresaturacion y propiedades fisico-quimicas

El primer paso para estudiar la nucleacion heterogénea de CaPs sobre laminas de
G y GO mediante SDVD es evaluar la evolucion de la especiacion idnica y
sobresaturacion en las gotas. La figura 3.3.2a representa la actividad de las principales
especies ionicas en funcion del pH; a saber, calcio, acetato, fosfato y pares i6nicos y
neutros. Por simplicidad, la actividad de los aminoéacidos no se ha considerado en los
calculos; solo las actividades de las especies que contienen carbonato, incluida la del
CO3? libre. De este modo, la descomposiciéon de NHsHCO3 en CO2 y NH3, en la cAmara
inferior de la seta, produce un aumento de la presion parcial y ascenso de ambos gases a
la camara superior, difundiendo en las gotas. Ello genera un aumento progresivo de iones
amonio y OH™ que eleva el pH, lo que provoca una ligera desestabilizacion del complejo
Ca(CH3COO)", disminuyendo la actividad de la especie Ca(CH3COO)" a la vez que la
actividad de Ca®" aumenta. Ademads, el aumento de pH también conduce a una
disminucion en la actividad del par iénico Ca(H2PO4)" y un aumento en la actividad de

los pares CaPO4 y CaHPOa.

159



La gréfica de sobresaturacion (S.1. > 1) (Figura 3.3.2b) muestra como el aumento
del pH genera una sobresaturacion en las fases ACP < OCP < HA mientras disminuye
para la brushita, cuyo intervalo de estabilidad se encuentra en un rango de pHs mas acido.
Por tanto, de acuerdo con la regla de Ostwald, la secuencia de precipitacion a pH > 6 es
ACP primero, luego OCP y finalmente HA, la fase mas insoluble. La probabilidad de
precipitacion de CaCOs (calcita) en todo el rango de pH es muy pequefia. En un
experimento control de SDVD (sin aditivos ni ldminas), el pH aument6 lentamente desde
5.4 hasta alcanzar el equilibrio a pH 8.2-8.3 en 7 dias. En este ensayo, la fase OCP se
observo tras 1 dia de experimento, después comenzaron a observarse los nanocristales
aciculares de Ap y a los 7 dias el OCP habia casi desaparecido. Por este motivo todos los
experimentos se llevan a cabo con tiempos de maduracién més largos, de 21 dias, para
asegurar la mineralizacion s6lo con Ap. En todos los experimentos realizados en
presencia de G y GO, la difusion de vapor elevo el pH de las gotas hasta valores de 8.1,
pH considerado 6ptimo para formacion del Ap.** Sin embargo, las variaciones en los
puntos isoeléctricos de los aminoacidos tienen un impacto sustancial en el pH inicial,
influyendo posteriormente en las caracteristicas del apatito y del composite resultante. El
pH inicial de las soluciones fue el siguiente G-Arg, 7.34; G-Aln, 6.24; G-Asp, 3.85; G-
Cit, 3.30; GO-Arg, 3.94; GO-Aln, 3.15; GO-Asp 3.00, y GO-Cit, 3.10.
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Figura 3.3.2. (a) Actividad de las especies i6nicas y neutras en solucion acuosa en funcion del
pH. (b) Evolucion de los indices de saturacion en solucion respecto de las principales fases solidas

del CaP (ACP, DCPD, OCP y HA) y respecto de CaCOs (fase calcita).

Tras la evaluacion de la actividad idnica en solucion acuosa, se procede a la
caracterizacion en estado sélido de los nanocomposites. En PXRD (Figugra 3.3.3a,d,g,j)
columna izquierda) los s6lidos obtenidos muestran las reflexiones caracteristicas del Ap

(ASTM no. 9-432): a 20 = 25.87°, correspondiente al plano (002); el triplete en 31.77°,
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32.19° y 32.90°, correspondiente a los planos (211), (112) y (300)); las reflexiones en
33.9°,35.48° y 39.81° (planos (202), (301) y 310), y otros picos pequeiios en el intervalo
20 de 40°-55°. No se observaron reflexiones asociadas a otros CaPs, como fosfato
octacélcico (OCP, CasH2(PO4)s-:5SH20, ASTM no. 26-1056) y brushita (ASTM no. 11-
295). Destacando casos aislados, GO-Aln-Ap-Tb muestra una pequefia reflexion
adicional en 20=29.5° caracteristica del 6xido terbio (PDF 00-019-1326). Sin embargo,
en las muestras de G que contienen Tb*>*, se observa la reflexion principal del grafito en
20=26.51° (PDF 01-089-7213), lo que indicaria que algunos copos de grafito
permanecieron en la suspension sin exfoliarse completamente. Ademas del estudio de las
fases presentes en los composites, la caracterizacion mediante PXRD nos aporta
informacion morfologica del Ap depositado. La amplitud de las reflexiones del Ap es
debida al tamafio nanométrico de los dominios cristalinos, cuya dimensiéon promedio es
30+ 2 nm. Por su parte, la presencia de reflexiones muy estrechas en relacion a las demas,
como la observada a 25. 87° (plano 002), indica el caracter anisotropico del Ap,

caracteristico del apatito bioldgico con biologia acicular.
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Figura 3.3.3. Difractogramas PXRD (a,d,g,j) y espectros Raman (b,e,h,k) y FTIR (c,f,i,1) de las

muestras obtenidas por el método VDSD a 21 dias.
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Al igual que los diagramas PXRD, los espectros Raman representados en la figura
3.3.3b,e,h,k muestran las principales sefales del Ap a 958-962 cm™' (v1PO4), cm™
(12P04), 585-588 cm ! (v4PO4) y 1043 cm ! (v3PO4), mientras que las de CO3 (v1CO3) se
localizan alrededor de 1069-1071 cm™', indicando la carbonatacién del mineral, un
aspecto fundamental del apatito biologico.?¢°’" La observacion de las bandas D, G y 2D
caracteristicas del grafeno no ha sido posible con el microespectrometro Raman
(espectrémetro + microscopio optico) del laboratorio debido a la pequeiia cantidad de
laminas obtenidas y su extremada delgadez. En un trabajo anterior, estas bandas s6lo
pudieron ser observadas con un espectrometro Raman acoplado a un microscopio
VPSEM. 2% En el caso de las muestras de GO comerciales se observan dos bandas de gran
amplitud en 1350 y 1590 cm™!, que podrian deberse a las bandas D y G, observables en
este caso, debido a que el porcentaje en masa de GO con respecto al Ap precipitado es

mayor.

Los espectros FTIR (Figura 3.3.3c,f,i,]) también permiten identificar las
principales sefiales del Ap en las muestras, una banda intensa a 1000-1100 cm™! atribuida
al modo de tensién asimétrica de los grupos PO4>~ (v3POs), y las bandas en 958-960 cm™
! debidas a la tension simétrica (ViPO4). Los modos de flexion de los grupos PO4*~
(v4PO4) aparecen aproximadamente entre 608 y 564 cm™!, mientras que el modo v2PO4
lo hace en 470 cm™!. La presencia de carbonato en las muestras se observa gracias al modo
vibracional v3COs3, con sefiales entre 1414 y 1473 cm™, y el modo v2CO3 con un pico
pequefio alrededor de 875 cm'. A pesar de que los espectros de G no muestran
caracteristicas notables, las muestras de GO, muestran una sefial amplia alrededor de 3650
cm ! en la zona de alta frecuencia que se atribuye al estiramiento del enlace O-H, y otra
sefial en 1720 cm™' debida a la tension simétrica del enlace C=0, caracteristico de los
grupos carboxilato. Ademés, podemos encontrar algunas bandas en el intervalo de
ntimeros de onda de 1300 cm™! a 1700 cm ™! que se corresponden con las sefiales del grupo
—~COO" y otras en los intervalos 1400-1430/1560-1600 cm™' debidas a la tensiones
simétrica y asimétrica del grupo —NH2-H". Estas sefiales corresponden a los grupos
funcionales de los aminodcidos utilizados para funcionalizar los composites.?’!27* Las
bandas de los amino4cidos muestran mayor intensidad que las de los grupos PO4>~ en los
compuestos de GO/Ap dopados con Tb*>* y mas baja en aquellos sin dopar. En los
nanocompuestos de G/Ap, la intensidad relativa de estas bandas es muy baja. La

intercalacion de las biomoléculas entre las escamas de G exfoliadas después de la LPE
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podria explicar esta observacion. De forma general, estos resultados confirman la
mineralizacion de las laminas de G y GO con nAp de caracteristicas biomiméticas
mediante la metodologia VDSD, ademas de la funcionalizacion de G y GO durante la

etapa de sonicacion.

El tipo de carbonatacion (A o B) se puede determinar mediante deconvolucion de
la banda v2CO3 (picos ~880 y ~872cm!) de los espectros FTIR. El grado de
carbonatacion promedio de los cristales de Ap se ha determinado mediante el método de

Grunenwald et al.?'?

a partir de la relacion de areas de las bandas correspondientes a los
modos v3CO3 y viv 3 PO4 (rc/p). Los datos obtenidos se recogen en la tabla 3.3.1 y

muestran un mayor grado de carbonatacion en los composites generados con GO

Tabla 3.3.1. Porcentaje en peso de carbonato.

WT%CO3 321£0.3

G-Arg G-Aln G-Asp G-Arg-Th G-Aln-Tb G-Asp-Th G-Cit-Th
0.97+0.01 1.07+0.1  1.00£0.1 1.31+£ 0.1 0.86+ 0.1 1.12+ 0.1 1.55+ 0.1 1.37+ 0.1

GO-Arg GOAIn GO-Asp GO-Arg-Tb GO-Aln-Thb GO-Asp-Tb GO-Cit-Tb
1.17£0.01 1.70£0.1  0.83+0.1 1.44+ 0.1 2.05£ 0.1 2.08£0.2 1.75£ 0.1 241£0.2

El andlisis del potencial { y el PSD de los nanocomposites nos permite obtener
informacion sobre la estabilidad de una suspension acuosa coloidal, determinando la
tendencia hacia la agregacion o dispersion de las particulas. Cuanto mayor sea el potencial
¢ en valor absoluto, mayor serd la estabilidad de la suspension.?’*?”> Los resultados
(Figura 3.3.4a) indican que las suspensiones de G y GO, previas al proceso de
mineralizacion, presentan un potencial { elevado en todo el rango de pH (4.0 a 11.0), lo
que sugiere una gran estabilidad coloidal. Sin embargo, tras el proceso de mineralizacién
los nanocomposites presentan potenciales { cercanos a cero, especialmente a pH
fisiologicos (~7.4), indicando una clara tendencia a la agregacion. Una tendencia similar
se observa al estudiar la PSD (Figura 3.3.4b) en la que se muestra un aumento del tamafio
de particula después del proceso de mineralizacion. Estas observaciones generales no
guardan una relacion aparente con el punto isoeléctrico de los aminoacidos utilizados, ni
con la presencia de Tb>" en el apatito. Cabe destacar que, diferentes estudios sefialan que
aquellos materiales enfocados a aplicaciones de regeneracion Osea deben poseer una
capacidad considerable de aglomeracion, ademas de mostrar una buena

biocompatibilidad y osteoinductividad.
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Figura 3.3.4. (a) valores de potencial { y (b) PSD en volumen acumulado de los nanocomposites.

La figura 3.3.5a muestra la caracterizacion morfologica de los materiales
obtenidos en cada condicion mediante SEM (columna izquierda) y TEM (columna
derecha). Las imagenes SEM revelan una estructura multicapa en los compuestos de G,
mientras que en aquellos basados en GO se observan estructuras laminares de menor
grosor. Asimismo, se observan las particulas de Ap tnicamente sobre las ldminas de G y
GO, y no fuera de ellas, lo que indicaria que la nucleacion es fundamentalmente
heterogénea. Este hecho se atribuye a los aminoacidos y el Cit que funcionalizan las
superficies, ya que actuan como centros de nucleacion para el CaP. Esto sugiere que las
biomoléculas se encuentran adsorbidas en cierto grado a las superficies. Se observa
ademas que el recubrimiento de Ap es mas homogéneo y amplio en GO que en G. Ello
puede ser debido a la gran cantidad de grupos funcionales OH- existentes en su superficie
que actuan actuan como puntos de nucleacion del Ap. No se observan diferencias
significativas en la morfologia y en la densidad del recubrimiento entre muestras con

diferentes aminoacidos.
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Figura 3.3.5. (a) Imagenes SEM (columna izquierda) y TEM (columna derecha) de los
nanocomposites obtenidos usando cada una de las biomoléculas (b) Imagen microscopica
HAADF-STEM y mapas de composicion elemental EDX de Ca, P y Tb de la muestra G-Cit-Ap-
Tb.

Las imagenes TEM nos muestran una morfologia mas detallada del composite. Se
observa un Ap depositado de morfologia acicular y tamafio nanométrico, de 50-60 nm de
longitud y 6-10 nm de ancho, datos que concuerdan con los obtenidos inicialmente
mediante PXRD. Ademas, se observa como el Ap tiende a la aglomeracion en todas las
muestras y condiciones, formando cimulos de alta densidad de particulas, resultados que
complementan los observados en el estudio del potencial { y PSD. Con respecto a las
laminas de G y GO, se observa en ambos casos una poblacion polidispersa con formas
irregulares y tamafios que van desde 50 hasta 200 nm, resultantes de fracturas por
sonicacion. La estructura multicapa de G es apreciable a voltajes muy bajos (1-3 kV) en

SEM, volviéndose transparentes a voltajes mas altos, debido a su delgadez. Sin embargo,
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se observan con gran nitidez en TEM. Por su parte, las particulas de grafito no exfoliado

completamente se observan en SEM.

El andlisis elemental mediante EDX se representa en la figura 3.3.5b y en la tabla
3.3.2. Estos datos muestran la presencia de carbono (C) y (O) en las muestras de G y GO,
siendo el (O) mucho mas abundante en las muestras de GO, como es de esperar. También
podemos encontrar calcio (Ca) y fosforo (P) en el recubrimiento de Ap confirmando su
composiciéon. En las muestras dopadas con Tb*>" hemos encontrado una relacion entre el
contenido de Tb** y el punto isoeléctrico de los aminoacidos, de modo que las muestras
con mas contenido en Tb** son aquellas funcionalizadas con Arg (mayor punto
isoeléctrico), a la que le siguen las funcionalizadas con Aln, Asp y Cit. Estos datos apoyan
el hecho de que a pesar de que los aminoacidos no parezcan tener influencia en la
morfologia o densidad del Ap depositado, si desempefian un papel fundamental en la
cantidad de iones Tb>" que se introducen en el Ap. Es importante destacar que en los
nanocomposites de G no se detectaron sefales asociadas al nitrégeno (N) en FTIR, o éstas
eran muy pequefias en intensidad, mientras que en los nanocomposites de GO, excepto
en GO-Cit, si se observaron dichas sefiales, y se cuantifico su contenido en un porcentaje
cercano al 10%. Esto se atribuye a una mayor incorporacion de aminoacidos en el GO
debido a los grupos funcionales ya presentes. Estas senales, y debido a la heterogeneidad
de los nanocomposites, s6lo se observaron en las zonas que no estaban cubiertas con nAp,
lo cual indica que las biomoléculas se encuentran funcionalizando las ldminas, actuando

como interfaz entre la superficie y la capa de Ap depositada.

Tabla 3.3.2. Contenido en % atdémico de los composites.

Elemento (%) G-Arg G-Aln G-Asp ‘ G-Cit
C 69.65 55.47 75.78 41.33
(0} 17.97 20.95 13.52 29.96
P 5.33 10.27 4.44 11.26
Ca 7.04 11.46 6.25 17.45
N _ _ _ _

Elemento (%) G-Arg-Tb G-Aln-Tb G-Cit-Th
C 36.40 43.97 39.98 37.81
(0} 38.10 39.25 38.32 40.24
P 10.99 8.26 9.41 8.60
Ca 11.22 4.67 9.57 11.35
N — _ _ _
Tb 1.86 1.55 1.21 1.16
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Tabla 3.3.2 (cont.). Contenido en % atomico de los composites.

Elemento (%) GO-Arg GO-Aln GO-Asp GO-Cit
C 20.12 28.62 44.48 38.31
o 41.28 28.01 32.31 27.88
P 11.43 12.17 3.05 11.80
Ca 18.34 22.12 6.65 14.50
N 8.80 9.08 10.02 7.42

Elemento (%) GO-Arg-Tb GO-AIn-Tb GO-Asp-Tb GO-Cit-Th
C 30.87 31.03 25.52 28.46
(0) 36.03 32.12 49.04 50.30
P 10.63 11.22 3.99 8.82
Ca 13.35 15.18 12.97 9.42
N 9.07 8.73 6.74 —
Tb 3.28 1.68 1.49 1.26

3.3.3.2. Propiedades mecanicas de los nanocomposites

Uno de los objetivos principales objetivos en este capitulo, es la mejora de las
propiedades mecénicas del Ap, para potenciar su uso en aplicaciones de ingenieria tisular.
En este contexto, la rugosidad, adherencia, pardmetros eléctricos (variacion del potencial

eléctrico, AV) y deformacion elastica de los composites se evaluaron mediante AFM.

Los resultados obtenidos (tabla 3.3.3) muestran como aquellos nanocomposites
de base GO presentan mayor rugosidad superficial que los obtenidos usando G,
independientemente del aminodcido utilizado en la preparacion, lo cual se explica por un
mayor recubrimiento superficial, como se observa en SEM y TEM. Por su parte, la
adicion de Tb** también genera una mayor cantidad de precipitado en las laminas,

aumentando la rugosidad superficial en todos los casos.

Con respecto a la adherencia, se observan valores similares entre el Ap y los
nanocomposites funcionalizados con Asp y Cit en presencia de Tb*", sobre todo en el
caso de los composites de base GO. Sin embargo, la fuerza de adhesion es inferior a la
del Ap en las muestras preparadas con Arg y Aln, en presencia o ausencia de Tb*". Estos
resultados concuerdan con los reportados en otros estudios en lo que que la adicion de
GO a recubrimientos de Ap sobre titanio puede reducir la propagacion de grietas
superficiales y aumentar la resistencia de union del recubrimiento, asi como la resistencia
a la corrosion, lo que favorece la biocompatibilidad, mientras genera una superficie

bioactiva con propiedades antimicrobianas.
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Se ha observado que la formacion de nanocomposites disminuye drasticamente el
potencial eléctrico con respecto al Ap, resultados que corroboran los datos observados en
los estudios de potencial {, en los que se ha demostrado un caracter neutro de estos
materiales. Ademds, un resultado notable, es como la presencia de iones Tb** en las
muestras de G disminuye este parametro, sin embargo, en aquellas obtenidas a partir de

GO, el Tb*" induce un aumento de AV en todos los casos.

Tabla 3.3.3. Valores de rugosidad, adherencia y variacion del potencial de los nanocomposites

de Gy GO.

Variacion del

Composite Rugosidad Fuerzzg ,de potencial eléctrico
adhesion (mW)
Ap 35.8+28.9 13.6+3.2 13936
G-Arg-Ap 28.8+£23.7 37+1.8 74
G-Arg-Ap-Tb 33.1+10.7 6.3+4.2 69
G-Aln-Ap 13.1+9.9 5.8+2.9 890
G-Aln-Ap-Tb 38.9+£28.7 7.6+3.7 39.8
G-Asp-Ap 8.1+6.1 148+54 1358
G-Asp-Ap-Tb 233+ 18.4 8.02+£6.5 32
G-Cit-Ap 6.8+5.6 7.7+£3.2 1600
G-Cit-Ap-Tb 15.8+10.5 8.6+3.2 19.8
GO-Arg-Ap 120.4 £95.8 44+3.1 147.6
GO-Arg-Ap-Tb 127.4+97.3 6.2+42 367
GO-Aln-Ap 41.1+27.5 62+16.3 16.52
GO-Aln-Ap-Tb 118.9+99.1 10.2+4.7 105.6
GO-Asp-Ap 133.5+109.6 16.1+6.2 110
GO-Asp-Ap-Th 163.8 +116.2 21.5+£11.2 426
GO-Cit-Ap 105.2 £23.6 20.6 £ 10.1 21.2
GO-Cit-Ap-Tb 116.4 +90.8 31.06 £ 13.3 310

Los célculos del modulo elastico mostraron variaciones significativas con valores
extremos en los composites, ya que debido a su naturaleza heterogénea en el material
coexisten laminas de G y GO no mineralizadas con laminas mineralizadas. Sin embargo,
el uso de AFM permitié mapear las propiedades mecanicas a escala nanométrica, ya que,
debido a su alta resolucion, permite realizar mediciones en 4reas y particulas individuales,
posibilitando el estudio de heterogeneidades locales entre dominios cristalinos y dominios
amorfos. Aunque la interacciéon sonda-muestra es muy compleja, el modelo de Hertz
genera curvas de fuerza-indentacion que indican que se alcanzan condiciones hertzianas

de deformacion elastica sin exceder el limite elastico de la muestra. Al igual que en este
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estudio, este enfoque ha tenido éxito para la caracterizacion de una amplia variedad de

materiales con difirente rigidez.

En cuanto a los resultados obtenidos (figura 3.3.6 y tabla 3.3.4), se observa como
la presencia de G y GO produce un aumento en el mddulo elastico respecto del Ap,
significativamente mayor en muestras de GO con Tb*", en las que se observa un aumento
del modulo eléstico hasta 14 MPa para GO-Cit-Ap-Tb y més de 2 GPa para GO-Arg-Ap-
Tb. Una de las causas probables para la mejora en las propiedades mecénicas de los
composites es el llamado fortalecimiento de grano fino. La funcionalizacion de G y GO
actiia como nucleante en la cristalizacion de Ap, lo que restringe el crecimiento del Ap.
El menor tamafo de particula, sumado, la apariciéon de microfisuras ramificadas, y el
puenteo de fisuras por la nucleacion del Ap, afiaden una contribucion positiva a las
propiedades mecanicas del material. Resultados similares también sido reportados en

otros estudios centrados en el desarrollo de nanocomposites de Ap.2’6277

Por lo tanto, nuestros resultados han demostrado que la formacion de
nanocomposites de Ap y G o GO aumenta la resistencia a la deformacion elastica cuando
se compara con el Ap, lo que contribuye a la resistencia final del material. Este efecto de
refuerzo ha sido documentado por Prakash ef al. a través de la fabricacion de una pelicula
de quitosano que contiene GO/HAp/Au para su uso en ingenieria de tejidos 6seos. Este
enfoque permitié mejorar la resistencia a la traccién y compresion de las peliculas del
composite. En odontologia también se ha reportado como la adicion de G puede mejorar
las propiedades mecénicas, tribologicas y antibacterianas del silicato de calcio para la
proteccion del complejo pulpo-dentinario. Estos compuestos no s6lo aumentan la
microdureza y la resistencia a la compresion, sino que también disminuyen el coeficiente
de friccion. De este modo, los resultados obtenidos nos permiten explorar nuevos
horizontes en el uso de nanocomposites de Ap y G/GO para aplicaciones en reparacion
o0sea, en cementos dentales bioactivos, como material de refuerzo de materiales

poliméricos en odontologia, o como recubrimiento de implantes metalicos.
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Figura 3.3.6. Valores de RMS del mddulo elastico. Datos obtenidos aplicando una carga
compresiva de 10 nN para generar curvas fuerza-distancia utilizando el modelo de Hertz para
obtener medidas cuantitativas del modulo elastico. En cada muestra, la deformacion se evalud en
100 puntos de la superficie. Las diferencias estadisticamente significativas se calculan frente al

Ap de la siguiente manera: (*) p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.005.

Tabla 3.3.4. Valores del modulo elastico de las muestras en la escala nanométrica, obtenidos
mediante AFM.

Modulo elastico Moédulo elastico

Composite X +SD* (MPa) Composite X £SD* (MPa)
Ap 30.2 +£6.5 Ap 30.2 +£6.5
G-Arg-Ap 138.9 £65.04 GO-Arg-Ap 273.8+35.4
G-Arg-Ap-Tb 415.5£35.8 GO-Arg-Ap-Tb 494.9 £96.5
G-Aln-Ap 479.9 £46.2 GO-Aln-Ap 465.3 £73.3
G-Aln-Ap-Tb 17.2 +8.4 GO-Aln-Ap-Tb 3489 +101.01
G-Asp-Ap 433.4 £160 GO-Asp-Ap 48.1 £5.74
G-Asp-Ap-Tb 204.4 +94 GO-Asp-Ap-Tb 903.7 £160
G-Cit-Ap 588.4 £33.2 GO-Cit-Ap 298.1 £17.46
G-Cit-Ap-Tb 135.3 £24.5 GO-Cit-Ap-Tb 51.2+6.8

* X £SD: Media y desviacion estandar.
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3.3.3.3. Propiedades luminiscentes de los nanocomposites

Las propiedades luminiscentes en estado s6lido se muestran en figura 3.3.7. La

figura 3.3.7a muestra los espectros de absorcion y emision, en los que se observan las

longitudes de onda de excitacion (lex) a 350, 360 y 380 nm, y de emision (hem) a 490, 545,

585, 620 y 650 nm.>**?"® Los estudios previos con nAp dopadas con Tb** han demostrado

que este elemento puede ser excitado en la banda que aparece a 230 nm, pero también se

puede obtener el mismo espectro de emision utilizando longitudes de ondas menos

energéticas, lo que incrementa su aplicabilidad bioldgica, ya que permite observar las

propiedades de luminiscencia de los composites a simple vista (Figura 3.3.8).2”° Por este

motivo, para los estudios de luminiscencia se ha seleccionado una longitud de onda de

excitacion de 375 nm (correspondiente a la transicion "Fe—>Ge, D3 del Tb>").
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Figura 3.3.7. (a) Espectros de excitacion (lineas discontinuas) y emision (lineas sélidas) no

corregidos de nanocomposites de Ap con 1) G-Tb y 2) GO-Tb. (b) R.L.I. de los nanocomposites
de Ap con 1) Gy 2) GO. Aexeem=375/545 nm, anchura de ranura de excitacion/emision = 10/10
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nm, td= 120 ps, tg= 5 ms, y voltaje del detector = 700 V. (¢) Comparacion del tiempo de vida de
la luminiscencia entre los nanocomposites dopados con Tb*". Aexc/em = 375/545 nm, anchura de

ranura de excitacion/emision = 20/20 nm, y voltaje del detector = 800 V.

Luz visible
Arg-Ap-Tb Arg-Ap Aln-Ap-Tb Aln-Ap Asp-Ap-Tb Asp-Ap Cit- Ap Tb Cit-Ap

Luz Ultravioleta

Luz visible
Arg-Ap-Tb  Arg-Ap Aln-Ap-Tb Aln-Ap Asp-Ap-Tb  Asp-Ap Cit-Ap-Tb  Cit-Ap

Luz Ultravioleta

Figura 3.3.8. Imagenes de los nanocomposites expuestos a la luz natural y luz ultravioleta.

En la figura 3.3.7b también se puede observar la comparacion de R.L.I. entre los
composites de G (b1) y GO (b2). Se observa de forma clara, como aquellas muestras sin
Tb>" no presentan emisién luminiscente o es residual. Ademads, se observa una relacién
directamente proporcional entre el punto isoeléctrico del aminodcido presente en las
muestras y la R.L.I. de forma que, las muestras con mayor emision luminiscente son las
que contienen Arg seguidas de Aln, Asp y Cit. Cuando comparamos entre materiales de
refuerzo, las muestras de GO presentan valores de luminiscencia ligeramente superiores.
Estos datos coinciden y corroboran los resultados obtenidos mediante EDX en los que se
muestra un mayor contenido de Tb*" en las muestras con Arg, y principalmente en la

muestra GO-Arg-Ap-Tb.
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El tiempo de vida de la luminiscencia se muestra en la figura 3.3.7c. Esta
comparacion muestra como los materiales que componen los composites, ya sea G, GO
o los diferentes aminoacidos utilizados, no afectan significativamente al tiempo de vida
de luminiscencia, ya que este se debe a la presencia de Tb**. Con estos resultados
podemos concluir que los nanocompuestos G/Ap y GO/Ap funcionalizados con
biomoléculas pueden ser dopados con Tb*" para incorporar propiedades luminiscentes

con el fin de aumentar sus potenciales aplicaciones.
3.3.3.4. Propiedades bioldgicas de los nanocomposites

La citocompatibilidad de los nanocomposites se estudié mediante ensayos MTT
usando células madre mesenquimales murinas m17.ASC y tiempos de incubacion de 3
dias con diferentes dosis de nanocomposites que van desde 0.1 hasta 100 pg/mL. Los
resultados obtenidos (figura 3.3.9) muestran una excelente biocompatibilidad para el Ap
que es tomado como control en este estudio. En todos los casos la viabilidad celular para
el Ap, independientemente de la concentracion utilizada, es superior al 80%, siendo 70%
el corte establecido en la ISO 10993-5:200970°*° para considerar un material

biocompatible.
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Figura 3.3.9. Viabilidad celular de células m17.ASC incubadas durante 3 dias con
nanocomposites de (a) G, (b) G-Tb, (¢) GO y (d) GO-Tb. Los datos representan medias = SD de

tres experimentos independientes realizados por triplicado. La estadistica se calculé mediante

ANOVA unidireccional con postest de comparacion de Dunnett frente a CTRL ™, mientras DOXO

soluble se utilizé6 como control interno (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001).
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En el caso de los nanocomposites, solo para las concentraciones inferiores, de 0.1
y 1 pg/mL, se obtiene una biocompatibilidad superior al 70% en todos los casos,
mostrando un comportamiento similar al Ap. Sin embargo, cuando se utilizan
concentraciones de 10 y 100 pg/mL la citotoxicidad aumenta ligeramente, de forma que
la viabilidad celular cae hasta el 60%. Cabe destacar que, las muestras funcionalizadas
con Cit presentan la mejor biocompatibilidad comparada con el resto de aminoacidos, lo
cual es ciertamente interesante debido al papel de esta molécula en el caracter
biomimético del apatito. Por su parte, el dopaje con Tb*" produce una disminucién de la
biocompatibilidad lo que indica que, a pesar de su amplio uso en biomedicina, su
propension a depositarse en células y tejidos, obliga a realizar estudios muy focalizados
para evaluar el impacto de estos metales en lineas celulares sensibles como la

m17.ASC.280

Por su parte, los nanocomposites que contienen GO disminuyen su
biocompatibilidad respecto a los que contienen G. Este comportamiento se ha observado
también en otros estudios que sefalan que niveles elevados de GO pueden producir
efectos inhibidores sobre la viabilidad celular.?®! En todos los casos y como era de
esperar, la doxorrubicina (DOXO) soluble, utilizado como control interno, ejerce su

actividad bloqueando la proliferacion celular.
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En resumen, las laminas de G y GO funcionalizadas con biomoléculas han
demostrado su efectividad como superficies heteronucleantes para la deposicion de Ap,
generando nanocomposites hibridos con propiedades mixtas aplicables en el campo de la
ingenieria de tejidos y la odontologia. La funcionalizacion con aminodcidos, y la
incorporacion de Tb®" generan un impacto significativo en la rugosidad superficial, la
fuerza de adhesion y las propiedades eléctricas del material resultante. Ademas, se ha

observado una mejora sustancial en el mddulo eléstico, cuando se compara con el Ap.

La incorporacién de iones Tb** al nanocomposite, no solo afecta a las propiedades
mecanicas del mismo, si no que permite incorporar propiedades luminiscentes,
observables a simple vista, lo que permite ampliar la gama de aplicaciones de los
materiales en el area de la bioimagen y el diagnostico. El R.L.I. de las muestras es
proporcional al contenido de Tb>" de las mismas, que a su vez estd determinado por los
grupos funcionales y el punto isoeléctrico de las biomoléculas que funcioanlizan las
laminas de G y GO, aumentando en el orden Arg > Aln > Asp > Cit. El tiempo de vida
de luminiscencia, solo depende del contenido de Tb*', ya que ni las laminas, ni la
incorporaciéon de biomoléculas afectan significativamente al tiempo de vida de la

luminiscencia.

Por ultimo, los ensayos biologicos han demostrado la biocompatibilidad de las
muestras cuando se incuban con células madre mesenquimales murinas a dosis bajas (0.1
png/mL), mientras que dosis elevadas los nanocomposites han demostrado ejercer efectos
inhibitorios sobre la viabilidad celular. La presencia de Tb** en las concentraciones que
dopan los compuestos, también afecta la viabilidad celular en comparacion con el
compuesto no dopado correspondiente por lo que se necesita un control cuidadoso de la
dosis del material y la respectiva concentracion de Tb®" para preservar la supervivencia

celular mientras se maximiza su eficacia en las aplicaciones propuestas.

Los resultados obtenidos en este capitulo han dado lugar a la publicacién N°2 de esta
tesis doctoral “Vapour diffusion sitting drop method to induce nucleation of calcium
phosphate on exfoliated graphene and graphene oxide flakes” (Crystals, 2021, 11(7),

767). Una segunda publicacion estd en fase de preparacion.
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4.1. Estudio de la influencia del
sinton en la formacion de cocristales
farmacéuticos de etenzamida






4.1.1. Introduccion

La etenzamida (ETZ) es un medicamento de la familia de los AINEs que ha
demostrado tener propiedades analgésicas, antipiréticas, antiinflamatorias y
antirreumadticas. Este farmaco suele utilizarse en combinacion con otros AINEs, para el
tratamiento de la inflamacién y los dolores agudos.?®>2% A pesar de su amplio uso en el
entorno clinico, su mecanismo de accion detallado aun sigue siendo desconocido. ETZ
pertenece a la clase II del SCB de medicamentos, presentando una solubilidad acuosa
muy limitada (0.034 mg/mL™!) lo que compromete gravemente su biodisponibilidad
oral."*! Sin embargo, la presencia de grupos funcionales con tendencia a formar enlaces
de hidrogeno, permiten que la molécula de ETZ sea un buen candidato para la aplicacion
de estrategias de ingenieria cristalina y la obtencion de nuevos cocristales de ETZ que

permitan solventar los problemas descritos.

En este capitulo, ademés de mejorar la solubilidad de ETZ, se busca introducir
una nueva ventaja en el cocristal con respecto al API. Los AINEs como ETZ, presentan
propiedades antioxidantes que eliminan radicales libres en el organismo. Sin embargo,
cuando el AINE se involucra en estos procesos, su efecto antiinflamatorio suele
reducirse.’® Por lo tanto, la formulacion de cocristales de ETZ con moléculas
antioxidantes puede ayudar a focalizar su actividad en los procesos antiinflamatorios,
mejorando su eficacia.?®® En este contexto, los polifenoles son moléculas con excelentes
propiedades antioxidantes, que presentan un perfil de seguridad sélido, siendo
ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica, nutracéutica y alimentaria.?8"-2%
Esto, sumado al versatil comportamiento de los grupos hidroxilo presentes en los
polifenoles permiten su uso en la construccion de redes supramoleculares, lo que se

traduce en la formacion de MMFs.>90-2%3

Asi pues, los objetivos de este capitulo se centran en la sintesis y caracterizacion
de nuevos cocristales farmacéuticos de ETZ con polifenoles isoméricos. Se pretende
evaluar cémo la posicion relativa de los grupos -OH en los coformadores afecta la
arquitectura cristalina del material, estableciendo relaciones estructura-propiedad. Para
lograr este proposito, se ha llevado a cabo un profundo estudio cristalografico, teérico y
de caracterizacion de los cocristales, que incluye su estudio en estado sélido, el analisis
energético de las interacciones intermoleculares y el estudio de sus propiedades

farmacocinéticas, en términos de estabilidad y solubilidad.
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4.1.2. Sintesis de cocristales farmacéuticos de ETZ
4.1.2.1 Diseiio teorico de los cocristales de ETZ

Antes de comenzar con la sintesis de los cocristales de ETZ, se han de seleccionar
los coformadores que tengan mayor predisposicion para interaccionar con el APIL. En la
estructura cristalina de la ETZ pura, se puede observar una fuerte interaccion por puentes
de hidrégeno entre grupos amida-amida (homosintéon R3(8)) que genera dimeros de
ETZ:ETZ (Figura 4.1.1 (I)).?*?*>> También existen polimorfos de ETZ que no se
disponen formando dimeros, sino cadenas infinitas de ETZ unidas por homosintones
Ci(4) (Figura 4.1.1 (I1))**°. En todas las estructuras reportadas de ETZ los grupos amida
presentan un papel critico en la formacion de la estructura cristalina, por lo que se deduce
que la interaccion con una molécula coformadora, se dard mediante interacciones no

covalentes implicando dichos grupos.

Una estrategia que nos permite estudiar las moléculas con mayor afinidad para
interaccionar con ETZ, consiste en realizar una busqueda bibliografica que recoja los
MMFs obtenidos hasta la fecha. Para este fin, se utilizé la Base de Datos Estructural de
Cambridge (CSD version 5.43, actualizacion 4 de noviembre de 2022).%°7 Esta busqueda

131,294,305,296,298-304 y solvatos.306’310 Entre

reporta diferentes MMFs incluyendo cocristales
éstos, se observo un gran nimero de estructuras cristalinas caracterizadas por la presencia
de heterosintones supramoleculares que siguen el siguiente orden: amida-carboxilico

(51%) > amida-amida (20%) > amida-hidroxilo (fenol) (10%) > amida-carbonilo (6%).
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H/ o H\N—“-.,_ol

U (n
Figura 4.1.1. Asociacion supramolecular entre moléculas de ETZ. (I) dimeros de ETZ,

(IT) asociacion en cadenas infinitas de moléculas de ETZ.
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Asi pues, el uso de moléculas polifendlicas como coformadores en este estudio
estd en concordancia con los resultados reportados en la bibliografia. Adicionalmente, el
software COSMOQuick ha sido utilizado para estimar la tendencia de formacion de
cocristales basada en célculos termodinamicos. Esta herramienta calcula el exceso de
entalpia de formacion (Hex) entre ETZ y el coformador correspondiente, en relacion con
los componentes puros en una fase liquida sobreenfriada.’!!*!? Se estudi6 una lista de
candidatos para la formacion de MMF de ETZ, incluyendo nuestras moléculas
polifendlicas y otras moléculas coformadoras. Los compuestos con valores negativos de
Hex tienen una probabilidad mayor de formar cocristales ya que es una aproximacion de
la energia libre de formacion de cocristales, AGeocristal. La Figura 4.1.2. presenta el valor
Hex de los coformadores reportados en la bibliografia, incluyendo los polifenoles
utilizados en el estudio, catecol (CAT), resorcinol (RES), hidroquinona (HQ) y
fluoroglucinol (PHL).

Phloroglucinol

Gallic acid
2,4-Dihydroxybenzoic acid
3,5-Dihydroxybenzoic acid
Resorcinol

Catechol
2,5-Dihydroxybenzoicacid
Orcinol

OH
OH OH
3,4-Dihydroxybenzoic acid
Hydroquinone OH
Ethylmalonic acid
Fumaric acid
2,4-Dinitrobenzoic acid
3,5-Dinitrobenzoic acid OH
OH

2-Hydroxybenzoic acid
4-Hydroxybenzoic acid

penal Catecol, CAT Resorcinol, RES Hidroquinona, HQ
Diclofenac
2,6-Dihydroxybenzoic acid
2-Nitrobenzoic acid OH (o] NH,
3-Nitrobenzoic acid
Flufenamic acid
Furosemide (o)
Vanillic acid \/
2-Chloro-4-nitrobenzoic acid
Glutaric acid HO OH

Malonic acid
3,5-Dichlorobenzoic acid
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid
Ferulic acid

3-Methylbenzoic acid
4-Aminobenzoic acid

Sinapic acid

Saccharin

Fluoroglucinol, PHL Etenzamida, ETZ

Thiourea

T T
0 -2 -4 -6

H_ex[kcal/mol]

Figura 4.1.2. Valor He de los coformadores obtenido mediante el programa COSMOQuick.

Diagrama de los polifenoles isoméricos utilizados para la obtencion de cocristales de ETZ.
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4.1.2.2. Sintesis mecanoquimica en estado sélido

La sintesis mecanoquimica de los cocristales se realizd mediante LAG en un
molino de bolas Retsch MM2000, con una frecuencia de trabajo de 25 Hz. Los reactivos
se introdujeron en jarras de acero inoxidable junto a dos bolas de 7 mm de diametro,
también de acero inoxidable. Todas las operaciones de molienda se realizaron a
temperatura ambiente, durante 10 minutos, excepto en el caso del cocristal ETZ-PHL
cuya sintesis tomd 20 minutos. Todas las operaciones se han repetido en varias ocasiones
para asegurar la reproducibilidad de la reaccion. A su vez, todos los productos obtenidos,
se han analizado mediante PXRD y FTIR para determinar la formacion de un nuevo

MMF.

» ETZ-CAT se obtuvo mediante LAG de una mezcla de ETZ (1 mmol, 165.18 mg) y
CAT (0.5 mmol, 55.05 mg), en una relacion estequiométrica de 2:1, utilizando 100
nL de hexano como aditivo liquido.

» ETZ-RESy ETZ-HQ se obtuvieron mediante LAG de una mezcla de ETZ (1 mmol,
165.18 mg) y el respectivo coformador (0.5 mmol, 55.05 mg), en una relacion
estequiométrica de 2:1, utilizando 100 puL de etanol como aditivo liquido.

= ETZ-PHL se obtuvo mediante LAG de una mezcla de ETZ (1 mmol, 165.18 mg) y
PHL (0.5 mmol, 63.076 mg), en una relacioén estequiométrica de 2:1, utilizando 100

uL de acetonitrilo como aditivo liquido.
4.1.2.3. Sintesis en solucion

La obtencion de cristales de los nuevos cocristales permiten el estudio de la
estructura cristalina mediante SCXRD. Los cristales de las fases se obtuvieron mediante
evaporacion lenta de soluciones saturadas del producto obtenido del LAG, utilizando
etanol para preparar las soluciones de ETZ—-CAT, ETZ-RES y ETZ-HQ, y acetonitrilo
para ETZ-PHL. La evaporacion se realizd a temperatura ambiente y los cristales se

separaron de las soluciones a los 2 dias.
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4.1.3. Resultados y discusion
4.1.3.1. Evaluacion de la formacion de cocristales de ETZ

Durante la primera etapa del estudio, es decir, durante la seleccion de los
coformadores, se han llevado a cabo reacciones de molienda en seco de mezclas de ETZ
con los respectivos coformadores usando relaciones estequiométricas de 1:1, 1:2 y 2:1
(Figura 4.1.3). Sin embargo, estos ensayos han resultado en la formacion de mezclas
fisicas. Solo la estequiometria 2:1 resulta en la formacién de nuevos materiales, pero con

una cristalinidad y rendimientos relativamente bajos.

ETZ + CAT ETZ + RES ETZ + HQ ETZ + PHL

MJMJWM. Coformador
“_UL_U’«JA» AL‘J-LJ__LLAA‘A ETZ

! . 1 n I . ! . 1 . 1 . 1 . ! . I . ! n 1 . 1 .
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40

26 () 26(°) 26 () 26(°)

Intensidad (u.a)
elawolnba)sy

sadd,

Figura 4.1.3. Difractogramas de PXRD de los productos obtenidos mediante NG en

estequiometrias 1:1, 1:2 y 2:1.

Como ya se ha mencionado en la introduccién, un paso adicional que permite
inducir la formacién de cocristales con un mayor rendimiento, es la utilizacion de aditivos
liquidos. Se han realizado experimentos de LAG, también en diferentes estequiometrias,
para descartar la formaciéon de MMFs con diferentes estequiometrias. Una comparacion
de los patrones de PXRD de los productos obtenidos por LAG con los de los componentes
de la reaccion (Figura 4.1.4), demuestra la formacion de los cuatro MMFs observados
inicialmente en la molienda en seco. En el LAG, para un mismo coformador, en todas las
estequiometrias aparece la misma fase, sin embargo, en todas ellas, a excepcion de la 2:1,
aparecen reflexiones de los componentes, indicando un exceso, y por lo tanto, una

estequiometria de partida incorrecta. En la estequiometria 2:1, no se observan reflexiones
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de los componentes y se presupone una nueva fase pura, por lo que sera utilizada para los

procesos de caracterizacion y obtencion de cristales en solucion.

ETZ + CAT ETZ + RES ETZ + HQ ETZ + PHL

ol

Coformador

1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40

26() 26 (°) 26 () 26 ()

Intensidad (u.a)
eljawoinbaysg

SR
%%f%

Figura 4.1.3. Difractogramas de PXRD de los productos obtenidos mediante LAG.

Una vez obtenidas nuevas fases solidas, cristalinas y puras (presuntamente), se
debe evaluar qué tipo de MMF se ha formado, ya sea un cocristal, una sal, solvatos o
incluso polimorfos de los componentes. La espectroscopia FTIR se utilizdo como técnica
complementaria para evaluar la presencia de interacciones entre los grupos funcionales
de las moléculas utilizadas en la sintesis, lo que permite estimar qué tipo de material se
ha formado. En esta técnica, el desplazamiento y el cambio de las intensidades de las
sefales correspondiente a los grupos funcionales en comparacion con los componentes,
permite estudiar el tipo de interacciones que se estan presentando.’!® La Figura 4.1.5
muestra los espectros FTIR de ETZ y los so6lidos obtenidos del LAG en una
estequiometria 2:1. Las bandas mas representativas de ETZ involucradas en la formacion
de MMFs se encuentran en 1626 cm ™! correspondiente a las tensiones del grupo carbonilo
(C=0) y las bandas en 3165 y 3366 cm !, atribuidas a las tensiones simétricas y
asimétricas del grupo N-H. Los desplazamientos observados en estas bandas confirman
la participacion de estos grupos en interacciones intermoleculares indicando a su vez la
formacion de cocristales, en buen acuerdo con los resultados estructurales que se

presentan a continuacion.
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Figura 4.1.5. Espectro FTIR de los cocristales de ETZ obtenidos.
4.1.3.2. Analisis estructural de los cocristales obtenidos con ETZ

Los resultados obtenidos hasta el momento, deben confirmarse mediante el analisis
y el estudio de la estructura cristalina de las nuevas fases. La evaporacion de soluciones
saturadas durante dos dias a temperatura ambiente, ha permitido obtener cristales de
buena calidad para su analisis mediante SCXRD. Los datos cristalograficos obtenidos
para los cocristales de ETZ se recogen en la tabla 4.1.1, mientras que la informacion
sobre los enlaces de hidrogeno se recogen en la tabla 4.1.2. Estas tablas se presentan al

final de la seccidn de analisis estructural.

La determinacion estructural también permite confirmar la pureza del producto
obtenido mediante las reacciones LAG, debido a la buena concordancia entre el patron
de PXRD del producto de LAG y el patron de PXRD calculado a partir de la estructura

cristalina, como se muestra en la Figura 4.1.6.
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ETZ + PHL, 2:1 LAG

A A ETZ-PHL
| ﬂ f\ |, ETz+Ha 21LAG
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Figura 4.1.6. Difractogramas de PXRD de las fases obtenidas del LAG en estequiometria 2:1 y

difractogramas calculados a partir de las estructuras cristalinas de cada cocristal.

4.1.3.2.1. ETZ-CAT

ETZ—-CAT cristaliza en el grupo espacial triclinico P-1 con dos moléculas de ETZ
(ETZ1 y ETZ2) y una molécula de CAT (en conformacion anti-anti) en la unidad
asimétrica, dando como resultado un cocristal con una relacion estequiométrica de 2:1
(Figura 4.1.7a), donde CAT une dos moléculas de ETZ a través de puentes de hidrogeno,
formando el heterosinton fenol-amida (O-H---O). Las moléculas de ETZ por su parte
interaccionan mediante enlaces de hidrogeno, formando un homosintén amida:amida
R3(8), que da lugar a dimeros compactos de ETZ:ETZ, similar a lo observado en la
estructura original del AP1.?**?%° La asociacion de CAT con dimeros de ETZ genera una
estructura en forma de cinta, que se ve reforzada por interacciones C-H: - -m entre el grupo
metilo terminal de ETZ2 y el anillo aromatico de CAT (Figura 4.1.7b). La estructura
supramolecular del cristal resulta de las interacciones no covalentes que involucran las
moléculas de ETZ1 y ETZ2 (Figura 4.1.7¢,d). Por un lado, los pares de moléculas de
ETZ1 forman un dimero centrosimétrico mediante interacciones de apilamiento m-- -,
que estan ademas conectadas por interacciones C=0O- - -7, generando una columna infinita.

Las moléculas de ETZ2, por su parte, generan una columna centrosimétrica a través de

192



interacciones C-H: - -mt. Por lo tanto, la estructura 3D se obtiene conectando estas columnas

mediante enlaces de hidrogeno e interacciones C-H:--O con moléculas de CAT.

1% ﬁmf ﬁ%@*

¢ l

Figura 4.1.7. (a) Unidad asimétrica en el cocristal ETZ-CAT. (b) Fragmento de la estructura en
forma de cinta en ETZ-CAT. (c) Detalles de las interacciones de apilamiento 7 - entre las

moléculas de ETZ1. (d) Detalles de las interacciones C-H: 7w entre las moléculas de ETZ2.
4.1.3.2.2. ETZ-RES

La estructura cristalina de ETZ-RES presenta un grupo espacial monoclinico
P21/c. Al igual que en el caso anterior, la unidad asimétrica consiste en dos moléculas de
ETZ (ETZ1 y ETZ2) y una molécula de RES (Figura 4.1.8a). Los grupos hidroxilo de la
molécula de RES adoptan una conformacion sin-anti y conectan las moléculas de ETZ a
través de heterosintones fenol:amida Di(2). Al igual que en ETZ-CAT, esta estructura
también presenta dimeros de ETZ:ETZ conectados por enlaces de hidrogeno amida:amida
R3(8). Los dimeros se conectan por moléculas de RES, generando estructuras en cadena
que se extienden a lo largo de los ejes 21 de la cadena (Figura 4.1.8b). Interacciones de
apilamiento n---m entre los anillos aromaticos de las moléculas de ETZ1 y ETZ2 de
diferentes cadenas generan una estructura de capas intercaladas que se extiende paralela
al plano bc (Figura 4.1.8¢). Por ultimo, estas capas se asocian mediante interacciones C-

H --O generando la estructura 3D del cocristal.
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Figura 4.1.8. (a) Unidad asimétrica en el cocristal ETZ-RES. (b) Estructura en cadena en ETZ—

RES. (c) Fragmento de la estructura en capas 2D generada por interacciones de apilamiento - - 7.
4.1.3.2.3. ETZ-HQ

ETZ-HQ cristaliza en el grupo espacial triclinico P-1. La unidad asimétrica
consiste en una molécula de ETZ y la mitad de una molécula de HQ ubicada en un centro
de inversion, lo que conduce a una relacion estequiométrica de 2:1, donde cada molécula
de HQ conecta dos moléculas de ETZ a través de heterosintones fenol-amida Df(2).
(Figura 4.1.9a). Cada unidad ETZ:HQ:ETZ estd ademas conectada por un enlace de
hidrogeno N-H(amida)---O(fenol) a otras unidades, lo que resulta en una estructura de
cinta que se extiende a lo largo del eje ¢ (Figura 4.1.9b). En la estructura del cocristal, el
dimero homosintén amida:amida RZ(8) que se da en la estructura nativa de ETZ y en los
cocristales anteriores, se interrumpe por la inserciéon de moléculas de HQ. Las estructuras
de cinta se conectan por interacciones C-H---O y amida- - -, generando una estructura de

capas 2D que se extiende paralela al plano bc. Estas capas se mantienen apiladas a lo
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largo del eje a, mediante interacciones apilamiento, lo que resulta en el empaquetamiento

cristalino 3D.

Figura 4.1.9. (a) Unidad asimétrica en el cocristal ETZ-HQ. (b) Fragmento de la estructura en

forma de cinta construida por interacciones de enlace de hidrogeno.
4.1.3.2.4. ETZ-PHL

Por ultimo, el cocristal ETZ-PHL cristaliza en el sistema monoclinico con grupo
espacial Pn. La unidad asimétrica esta formada por 2 moléculas de ETZ y una molécula
de PHL dando una estequiometria 2:1 (Figura 4.1.10a). Al igual que en el caso de los
cocristales con CAT y RES, se observa un dimero ETZ:ETZ conectados por el
homosintén amida:amida RZ(8). Las moléculas de PHL conectan estos dimeros a través
de dos de sus grupos -OH (posiciones 1 y 3), similar a RES en posicion sin-anti,
generando una estructura de cinta (Figura 4.1.10b). El tercer -OH del PHL se utiliza para
conectar las moléculas de PHL adyacentes mediante interacciones de enlace de hidrogeno
-OH---0O, dando como resultado una estructura de tipo rejilla 2D, como se ilustra en la

figura 4.1.10c. Estas estructuras se asocian mediante interacciones de apilamiento n--n
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que implican dos moléculas de ETZ independientes para construir una estructura 3D

intercalada y reforzada por enlaces de hidrégeno N-H:--O.

Figura 4.1.10. (a) Unidad asimétrica en el cocristal ETZ-PHL. (b) Vista detallada de la

estructura en forma de cinta en ETZ-PHL. (c) Fragmento de la estructura de tipo rejilla

2D en el cocristal ETZ-PHL.

Tabla 4.1.1. Datos cristalograficos y detalles del refinamiento de las estructuras de los cocristales

de ETZ.

Compuesto

Formula
Peso molecular
Sistema cristalino
Grupo espacial
a/A
b/A
c/A
a/®
p/°
Y/°
V/A3
Z
Dc/g em™
F(000)
Reflexiones tomadas

Reflexiones tnicas

Datos / restricciones
/ parametros
Goodness-of-fit on
F2
R1 (I1>206(D))
wR2 (1> 26(D)

ETZ-CAT

C24H2sN>O¢
440.48
Triclinico
P-1
7.7814(12)
10.0144(12)
15.979(2)
87.193(7)
77.808(7)
69.864(7)
1142.3(3)
2
1.281
468

12456
3966 [R(int) =
0.0261]

3966 /0/293

1.043

0.0593, 0.1876
0.0686, 0.1971

ETZ-RES

C24H2sN>Og
440.48
Monoclinico
P21/c
10.2189(6)
13.8655(10)
16.3778(10)
90
93.473(3)
90
2316.3(3)
4
1.263
936

31842
4058 [R(int) =
0.0538]

4058 /0/294

1.065

0.0395, 0.1139
0.0447, 0.1208

ETZ-HQ

C12HuuNO;
220.24
Triclinico
P-1
7.2548(5)
9.0844(6)
9.5457(5)
99.864(3)
99.082(3)
107.888(3)
574.80(6)
2
1.273
234
9342
1958 [R(int) =
0.0641]

1958 /0/148

1.065

0.0443, 0.1235
0.0465, 0.1264

ETZ-PHL

Cr4H2sN20O4
456.48
Monoclinico
Pn
9.9310(7)
10.0681(6)
12.1027(8)
90
99.780(4)
90
1192.52(14)
2
1.271
484
16420
3793 [R(int) =
0.0556]

3793/2/304

1.040

0.0404, 0.1043
0.0472,0.1108
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Tabla 4.3.3. Enlaces de hidrégeno presentes en los cocristales d

ETZ-CAT d(D-H)
N(1)-H(1A)--O(3)! 0.86
N(1)-H(1B)-0(2) 0.86
N(2)-H(2A)--O(1)* 0.86
N(2)-H(2B)'-0(4) 0.86
0(5)-H(5A)--O(3) 0.82
0(6)-H(6A)O(1) 0.82

Operaciones de simetria:

#1 x-1,y+1,z #2x+1,y-1,z

ETZ-RES d(D-H)
N(D)-H(1A)+-O3)*! 0.86
N()-H(1B)---O(2) 0.86
N(Q)-HQ2A) - O(1)*2 0.86
N(2)-H(2B)---O(4) 0.86
0(5)-H(5A)---O(1)*? 0.82
0(6)-H(6A)--0(3)* 0.82

Operaciones de simetria:

e ETZ.

2.23
1.99
2.03
1.98
1.90
1.87

dH:--A)

2.12
1.97
2.17
1.97
1.89
1.94

#1 x,-y+3/2,z-1/2  #2 x,-y+3/2,z+1/2  #3 -x+2,y-1/2,-z+3/2

ETZ-HQ
N()-H(1A)---O3)"! 0.86
N(1)-H(1B)+-O(2) 0.86
0(3)-HB3A)-+0(1) 0.82
Operaciones de simetria:

#1 xX,-y+1,-z

ETZ-PHL
N()-H(1A)---O3)"! 0.86
N(1)-H(1B)+-O(2) 0.86
N(2)-H(2A)---O(1)*2 0.86
N(2)-H(22B)'--O(4) 0.86
0(5)-H(5A)--O(1)* 0.82
0(6)-H(6A)--O(3)"! 0.82
O(7)-H(7)+-O(5)* 0.82

Operaciones de simetria:

#1 x+1/2,-y+1,2-1/2  #2 x-1/2,-y+1,z+1/2 #3 x,y-1,2

2.18
1.97
1.84

2.08
1.94
2.07
1.95
1.85
1.86
2.02

d(D:---A)

3.084(3)
2.649(3)
2.879(3)
2.622(3)
2.715(2)
2.687(2)

dD:--A)

2.9807(15)
2.6369(14)
2.9603(16)
2.6418(14)
2.6886(15)
2.7550(14)

2.9861(15)
2.6488(14)
2.6642(13)

dD:---A)

2.919(4)
2.611(4)
2.933(4)
2.623(4)
2.653(3)
2.664(3)
2.833(3)

#4 x+1/2,-y,z+1/2

<(DHA)

171.3
133.2
168.1
131.0
172.1
173.0

<(DHA)

176.5
134.0
152.8
134.0
165.9
171.8

<(DHA)

156.2
134.4
178.0

<(DHA)

165.9
134.2
177.3
134.0
167.7
168.5
169.4
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4.1.3.3. Estudio teorico de los cocristales de ETZ

El estudio tedrico, se centra en evaluar las interacciones que mantienen la
estructura cristalina, asi como su direccionalidad y fortaleza. Uno de los propositos de
este estudio, es evaluar el impacto en la estabilidad de la estructura, de la formacion de
dimeros autoensamblados de ETZ:ETZ en ETZ-CAT, ETZ-RES, ETZ-PHL, y la

ausencia de estos en ETZ-HQ), tal y como se representa en la figura 4.1.11.

HO

; o
Y@ e e
H

1 NI Q
ol 4 oL H e
j ®); H . H
| 1 |
O N O—H"—o\ N‘H
\/O

ETZ-HQ ETZ-CAT
ETZ-RES
ETZ-PHL

Figura 4.1.11. Esquema de los enlaces de hidrogeno reportados en los cocristales con

ETZ.

Para comenzar el estudio, se han calculado las superficies de los potenciales
electrostaticos moleculares (MEP) de ETZ y los coformadores. Estos datos, representados
en la figura 4.1.12, evidencian que ETZ es el mejor aceptor de enlaces de hidrégeno con
el valor minimo de MEP ubicado en los 4tomos de O-amidicos (-48 kcal/mol), mientras
que el valor maximo de MEP esta ubicado en el 4tomo de H-amidico (+32 kcal/mol). Los
valores de MEP sobre el anillo aromatico de ETZ son negativos (-12 kcal/mol) y positivos
en los atomos de H del grupo etilo (+20 kcal/mol). El célculo de MEP en los polifenoles,
se ha realizado utilizando la misma conformacion observada en las estructuras cristalinas
de los cocristales. Las superficies de MEP de los polifenoles también muestran que son
excelentes dadores de enlaces de hidrogeno, con valores que van desde +48 hasta +51
kcal/mol en los 4&tomos de H fendlicos. Sin embargo, son peores aceptores de enlaces de
hidrégeno que ETZ, con valores de MEP que van desde -21 kcal/mol hasta -39 kcal/mol,

tal y como se esperaba.
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HQ PHL

Figura 4.1.12. Superficies MEP de (a) ETZ, (b) CAT, (c) RES, (d) HQ y (e) PHL con nivel de
calculo PBEO-D3/def2-TZVP. Isosuperficie 0.001 a.u. Los valores de MEP se dan en kcal/mol.

En segundo lugar, se ha realizado el anélisis QTAIM y NCIPlot de los enlaces de
hidrégeno observados en los cocristales. La figura 4.1.13 muestra el analisis combinado
QTAIM/NClplot de los cocristales ETZ-CAT, ETZ-RES y ETZ-PHL, que tienen en

comun la formacion de dimeros autoensamblados de ETZ mediante enlaces de hidrogeno
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amida: amida R2(8). Estos dimeros, se conectan mediante moléculas del coformador, tal
y como se ha descrito en el apartado estructural. De hecho, se puede estimar la energia
del enlace de hidrogeno (resaltado en naranja) utilizando la densidad de energia potencial
en los puntos criticos de unién (CP) mediante la formula propuesta por Espinosa et al.
(Edis = 0.5*Vr). Los valores obtenidos para este estudio se recogen en la tabla 4.1.2. Los
resultados demuestran una energia formacion de enlace de -6.43 kcal/mol en ETZ-RES,

-7.06 ETZ-CAT y -8.10 kcal/mol en ETZ-PHL.

' ' Tabla 4.1.2. Parametros QTAIM en el CP y las energias
" seme i
)\‘/k\./}\ v ) ) % }& v de disociacion de los CP representados en la figura 4.1.13
Tl Y L e y 4.1.14.
n}\‘/ ‘e o)\( Sintén R3(8)

}(: é . = -7.06 kcal/mol

CP p Vr Edis
® ETz.cAT }\\/ ETZ-CAT (a)  0.0264 ~0.0240 7.53
\*\/‘\ A(Q\ ETZ-CAT (b)  0.0237 -0.0208 6.53
: : ETZ-CAT (¢) 0.0127 —0.0035 1.10
Energla total de enlaces-H: -28.18 kcal/mol
ETZ-CAT (d)  0.0205 -0.0152 477
¢ ‘Q\ - J\' \
T ;\:\‘ ETZ-RES (a)  0.0217 -0.0179 5.62
: Sinton R%(8)
,k\’ \ 25 643 kcalimo ETZ-RES (b) 00258  -0.0232 7.28
'_f:&_{%:e Ted ETZ-RES (c) 0.0154 -0.0101 3.17
'\K ETZ-RES '\v" ETZ-RES (d)  0.0161 —0.0104 3.26
')f‘( ¥ ’\ 3:.( ETZ-PHL (a)  0.0280 -0.0260 6.46
'\ ¢ N N ETZ-PHL (b)  0.0274  —0.0260 6.46
Energia‘total de enlaces-H: -25.76 kcal/mol ETZ-PHL (C) 0.0066 —0.0040 1.26
\/}\ v"\. \/}\ ‘7”\g ETZ-PHL (d)  0.0184 -0.0138 433
« 4 ’ « e
NN L e \f‘\ ETZ-PHL (¢)  0.0185 -0.0129 4.05
*”\M .;;5?1" e ETZ-PHL ()  0.0185 -0.0129 4.05
. > < of
LG W8 = Sinton R2(8) ETZ HQ (a) 0.0280 -0.0263 8.25
°\v \ b, %%\ 8.10 keal/mol
« 4 = - ETZ-HQ (b) 0.0140 —0.0091 2.85
YA ‘\,./\v/*\
QR A ETZ HQ (c) 0.0057 -0.0035 1.10
‘\ ETZ-PHL i

Sintén R2(6)
Energia total de enlaces-H: -34.71 kcal/mol -7.72 kcal/mol

Figura 4.1.13. Distribucion de enlaces de hidrogeno y CP en (a) ETZ-CAT (b) ETZ-RES y (¢)
ETZ-PHL. El andlisis NCIPlot se representa como una superficie verde RDG isosuperficie 0.5
a.u., limite de densidad = 0.04 a.u., Rango de color: —0.04 a.u. < sefial (A2)*p < 0.04 a.u. Solo

las interacciones no covalentes se representan en el analisis QTAIM y NClplot.
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Los dimeros, interaccionan con los polifenoles mediante enlaces O-H:--O(ETZ)
que son mas fuertes que los N-H---O, esto se debe a la mayor capacidad del grupo fenol
para donar enlaces de hidrogeno en comparacion con el grupo —NH2 de ETZ. En el
compuesto ETZ-PHL (Figura 4.1.13c), donde el coformador presenta tres grupos OH,
dos de ellos se utilizan para interconectar los dimeros de ETZ mediante enlaces O—
H---O(ETZ) y el tercero forma un enlace de hidrogeno con una molécula de PHL
adyacente R?(6), resaltado en rosa. El mayor niimero de interacciones en esta disposicion
provoca que la energia total de la red de enlaces de hidrogenos sea mayor en el caso de
ETZ-PHL (-34.71 kcal/mol), cuando se compara con ETZ-CAT y ETZ-RES (-28.18
kcal/mol y -25.76 kcal/mol, respectivamente). La sutil diferencia energética que se
observa entre ETZ-CAT y ETZ-RES, se debe a la formacion de una interaccion C—H- -t
que conecta un atomo de H del grupo etilo con el anillo aromatico de CAT, dando una

mayor estabilidad a la red

Por su parte el cocristal ETZ-HQ no forma dimeros ETZ:ETZ, sino que cada
molécula de ETZ interacciona con 2 moléculas de HQ, mediante un enlace de hidrégeno
O-H:---O (-8.25 kcal/mol) y un enlace de hidrogeno N-H:--O significativamente mas
débil (-2.85 kcal/mol) (Figura 4.1.14). Ademads, se observa una tercera interaccion C—
H---O débil (-1.10 kcal/mol) que acompaiia al enlace O—H:--O, en la formacion del sintén
R?(6) (resaltado en rosa). La energia total de este sintén (-9.35 kcal/mol) es curiosamente
mayor a la observada en los homosintones R3(8), que se dan entre los dimeros de
ETZ:ETZ en el resto de los cocristales. Sin embargo, la energia total de la red de enlaces
de hidrégeno en ETZ-HQ es mucho menor que en el resto de cocristales (-12.20
kcal/mol), lo cual lo hace mas inestables y puede repercutir negativamente en la

estabilidad del material.
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Sinton R%(6)
-9.35 kcal/mol

ETZ-HQ

L

Energia total de enlaces-H: -12.20 kcal/mol

Figura 4.1.14. Distribucion de, enlaces de hidogeno y CP en ETZ-HQ. El analisis NCIPlot se
representa como una superficie verde RDG isosurface 0.5 a.u., limite de densidad = 0.04 a.u.,
Rango de color: —0.04 a.u. < sefial (A2)*p < 0.04 a.u. Solo las interacciones no covalentes se

representan en el analisis QTAIM y NClplot.

Por tultimo, se ha realizado el anélisis QTAIM y NCIPlot para evaluar las
interacciones de apilamiento m---m presentes en moléculas de ETZ (Figura 4.1.15). En
tres de los cocristales (ETZ-RES, ETZ-HQ y ETZ-PHL) el apilamiento interconecta el
anillo aromatico y el anillo de seis miembros que se forma gracias a un enlace de
hidrégeno intramolecular en la molécula de ETZ (resaltado en color fucsia). Estas
conexiones se dan en varios CP representados por esferas rojas, amarillas y azules. El
apilamiento que se observa en los tres casos es antiparalelo, de forma que el anillo
aromatico de una molécula de ETZ se ubica sobre el anillo de seis miembros de la otra 'y
viceversa. Estas interacciones de apilamiento m---mw también se confirma mediante el
analisis del indice NClplot, que muestra una isosuperficie atractiva entre los anillos
(representada en verde). La energia de dimerizacion calculada, para estas interacciones
son, -12.8 kcal/mol para ETZ-HQ y -10.1 kcal/mol para los cocristales de ETZ-RES y
ETZ-PHL. La energia de interaccion es mayor en ETZ-HQ, probablemente debido a la
formacion de dos interacciones C—H:--O auxiliares que involucran el grupo etilo y el

atomo de O-amidico, aumentando el numero de CP y la superficie atractiva.
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ETZ1-CAT

—10.1 keal/mol

-10.1 kcal/mol —4.0 kcal/mol ¢

-10.1 keal/mol ETZ2-CAT

ETZ-PHL -11.3 kcal/mol

Figura 4.1.15. Distribucion y disposicion de los anillos aromaticos, enlaces y puntos criticos de
union en las interacciones de apilamiento w -7, en los cocristales ETZ-RES, ETZ-HQ, ETZ—-
PHL y ETZ-CAT. El analisis NCIPlot se representa como una superficie verde RDG isosuperficie
0.5 a.u., limite de densidad = 0.04 a.u., Rango de color: —0.04 a.u. < sefial (A2)*p < 0.04 a.u. So6lo

las interacciones no covalentes se representan en el analisis QTAIM y NClplot.

Por su parte, ETZ-CAT, presenta un comportamiento diferente. En este sistema,
se observan dos moléculas de ETZ independientes que se disponen de forma simétrica, a
saber, ETZ1 (anillo C1-C6) y ETZ2 (anillo C11-C16). Se han encontrado tres modos de
apilamiento diferentes. Uno de ellos es similar a las interacciones descritas para los
cocristales ETZ-RES y ETZ-PHL, con una disposicion antiparalela de los anillos y una
energia de union idéntica (-10.1 kcal/mol) (se excluye ETZ-HQ en esta comparacion por
su enlace adicional C—H:--O, que da lugar a una energia de dimerizaciéon mayor, -12.8
kcal/mol). En el segundo modo de apilamiento n---m ambas moléculas de ETZ estan

significativamente desplazadas, por lo que la interaccion se caracteriza sélo por dos CP
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que conectan los d&tomos de carbono aromaticos con los d&tomos de oxigeno carbonilico,
dando lugar a una superficie de atraccion y una energia de dimerizacion mucho mas débil
(-4.0 kcal/mol). El ultimo modo de apilamiento observado para ETZ-CAT se caracteriza
por la interaccion de dos atomos de hidrégeno del grupo etilo con dos 4&tomos de carbono
de los anillos aromaticos, estableciendo asi dos conjuntos de interacciones CH:-'m
simétricos y equivalentes. A pesar del menor nimero de CP, este modo de union es
ligeramente mas fuerte que los anteriores, con una energia de dimerizacion de -11.3

kcal/mol.
4.1.3.4. Estudio de las propiedades de los cocristales de ETZ

La evaluacion de las propiedades fisico-quimicas de los nuevos materiales debe
hacerse una vez se realizado el estudio de la estructura cristalina y sus interacciones, ya
que esta informacion nos permitird establecer una relacion directa entre el
comportamiento de cada material y su estructura. En este apartado, nos centraremos en
las propiedades basicas de los materiales, como son su estabilidad térmica, estabilidad en
condiciones de envejecimiento acelerado (alta humedad y temperatura) y en solucion

acuosa, asi como la solubilidad y la velocidad de disolucion.
4.1.3.4.1. Analisis térmico

La estabilidad térmica se refiere a la capacidad de una fase para mantener su
integridad frente a cambios de temperatura por debajo del punto de fusion del material.
Para evaluar la estabilidad y el comportamiento térmico de los cocristales, se analizaron
sus puntos de fusion y pérdidas de peso utilizando anélisis simultdneos de DSC y TGA.
La figura 4.1.16a muestra los resultados obtenidos. En cada muestra se observa un tinico
evento principal y endotérmico que se corresponde con el punto de fusion del cocristal.
En este tipo de materiales, es comun que el punto de fusién se encuentre en un valor
intermedio al punto de fusion de los componentes.>'* En el caso de ETZ-PHL se observa
este comportamiento, sin embargo el resto de cocristales presentan un punto de fusion
inferior al de sus respectivos componentes, lo cual se traduce en una menor estabilidad
térmica. Se debe destacar la correlacion positiva entre el punto de fusion del cocristal y
el coformador. De este modo, los cocristales pueden ordenarse de menor a mayor
estabilidad térmica en ETZ-CAT (65 °C) < ETZ-RES (91 °C) < ETZ-HQ (102 °C) <
ETZ-PHL (127 °C), para coformadores con un punto de fusion ordenado HQ (72 °C) <
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CAT (105 °C) < RES (110 °C) < PHL (116 °C). Unicamente ETZ-HQ no cumple esta
correlacion ya que su energia de dimerizacion es mayor que la del resto de cocristales, lo
que permite que, a pesar de contener el coformador con menor putno de fusion (72 °C),
la sal resultante presenta el segundo punto de fusiéon mas alto (102 °C), solo superada por
ETZ-PHL cuya estabilidad térmica se deben a la mayor energia de su red de enlaces, tal

y como se ha estudiado en el apartado anterior.

Los eventos endotérmicos observados por debajo del punto de fusion en los
cocristales ETZ-PHL y ETZ-HQ se deben a eventos de fusién-recristalizacion-fusion,
los cuales son una consecuencia de la transicion entre dos/tres fases no identificadas,
probablemente polimorfos de los cocristales, estables a altas temperaturas. E1 DSC
ademas nos permite confirmar la pureza de las fases estudiadas, ya que no existen eventos
endotérmicos asociados al punto de fusién de alguno de los componentes, corroborando

los datos obtenidos mediante PXRD.

ETZ E1z-cAT Erz-Res 1. [l DSC
mp - - 5f— .
H I TGA
EXO : 5 S
: S T
. o o
: 2 o Ja
— : 35 S
H o o
< : | 5 Integral -275.08 mJ 1% 5 Integral -288.82 mJ
H 10} ormalizado  -35.71 Jg- \ -r ormalizado .22 Jgh-
] ETz-HQ = Normalizado ~ -35.71 Jg*-1 \ i =8 Normalizado ~ -43.22 Jg™-1
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51
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Figura 4.1.16. Curvas de DSC y TGA, obtenidas a 10 °C/min en atmoésfera de No.

Por su parte, el andlisis TGA demostro la integridad de las fases dado que no se
observa ninguna pérdida de peso por debajo del punto de fusion, las cuales suelen estar
asociadas a humedad, solvatacion y descomposicion del material. Unicamente, después
del punto de fusion, se observa una pérdida de peso asociada a la descomposicion de las

fases.
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4.1.3.4.2. Estudios de estabilidad termodinamica

La estabilidad de los cocristales en condiciones de envejecimiento acelerado (40

°Cy 75% de humedad relativa) se evalud durante 4 meses (Figura 4.1.17a), mientras que

la estabilidad y el perfil de disociacion en soluciones acuosas ( buffer PBS pH 6.8 a 25

°C) se evalu6 durante 24 h (Figura 4.1.17b). En todos los ensayos, se utiliz6 PXRD para

evaluar la estabilidad y la cristalinidad de las fases bajo estas condiciones.

CONDICIONES DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO (40 °C, 75% RH)

ETZ-CAT ETZ-RES ETZ-HQ ETZ-PHL
JJ.LJL[ N O J—U—L_J\_LL.‘L; L)l N JﬂJ_LLJ..ub
L] .MAMJL. ]
’8. 1S R
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3 LLu
o T U PV
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Q
£ L L bda
1 1 1 | 1 1 1 1 1 I 1 1 1 n 1 n 1
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SUSPENSION ACUOSA (PBS pH 6.8, 25°C)
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Figura 4.1.18. Estabilidad de los cocristales de ETZ en condiciones de envejecimiento acelerado

y en solucion acuosa buffer PBS pH 6.8 a 25 °C.
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Las graficas demuestran una baja estabilidad general de los materiales cuando se
comparan con ETZ. Expuestos a alta humedad y temperatura, a pesar de que no se
observan cambios de color o textura, solo ETZ-PHL permanece estable durante los 4
meses de estudio, mientras que ETZ-RES y ETZ-HQ se disocian parcialmente
transcurrido 1 mes. Por su parte, ETZ-CAT se disocia en las primeras 24 horas. En todos
los casos, la disociacion se hace evidente por la presencia de ETZ en el patron PXRD.
Los coformadores, no aparecen en el patrén, debido a procesos de amorfizacion/licuacion
por las altas temperaturas y humedades. En solucion, también se observa una baja
estabilidad, ya que ninguno de los cocristales es estable por mas de 1 hora. Esta baja
estabilidad se explica por la intercalacion de la molécula de coformador entre los dimeros
y moléculas de ETZ. La disrupcion y separacion de dichos dimeros, hace que la estructura
sea menos estable que en su estado nativo. Al igual que lo observado en el analisis
térmico, dentro de la baja estabilidad de las fases, ETZ-PHL es el cocristal con mayor

estabilidad, gracias su mayor energia de red de enlaces.
4.1.3.4.3. Solubilidad y perfil de disolucion

Una baja estabilidad del cocristal, aunque sea un inconveniente, puede afectar
positivamente a la solubilidad del material. La disrupciéon y separacion de los dimeros
ETZ:ETZ con moléculas altamente solubles como los polifenoles, hacen mucho mas
accesible la liberacion y disolucion de moléculas de ETZ, lo cual permite aumentar su
solubilidad y velocidad de disolucion. Para monitorizar la evolucidon de la concentracion
de ETZ en una solucion acuosa que simule las condiciones fisioldgicas del ambiente
intestinal (buffer PBS pH 6.8 y 25 °C) se ha utilizado la espectrofotometria UV-Vis, junto
con una serie de rectas de calibrado previamente elaboradas. La figura 4.1.19 muestra el
perfil de disolucidon de ETZ y los cocristales durante 120 minutos, ya que se ha observado

que ningln cocristal es estable en solucion durante un tiempo superior.
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Figura 4.1.19. Perfil de disolucién de los cocristales en PBS pH 6.8 y 25 °C.

La solubilidad en equilibrio de ETZ obtenida experimentalmente en PBS pH 6.8
es de 0.09 mg/mL, lo cual esta en concordancia con los datos reportados en la literatura,
mientras que la solubilidad de ETZ obtenida para en los cocristales aumenta en todos los
casos, en el orden de ETZ-CAT (0.111 mg/mL) < ETZ-RES (0.113 mg/mL) < ETZ-
PHL (0.131 mg/mL) < ETZ-HQ (0.141 mg/mL). La separacion de dimeros de ETZ:ETZ
intercalando moléculas de polifenol, permiten mejorar la solubilidad del API, pero,
cuando se produce una disrupcion total de este dimero, como en el cocristal ETZ-HQ, se
observa un impacto ain mayor en la solubilidad. Con respecto a la velocidad de
disolucion, se observa un efecto de "spring parachute" en todos los cocristales, excepto
en ETZ-CAT. Este efecto, como ya se ha descrito en la introduccion de la tesis doctoral,
es habitual en los MMFs, permitiendo la sobresaturacion y la liberacion rapida del API

en las etapas iniciales del proceso de disolucion.
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En resumen, el estudio de los MMF de ETZ aqui reportados, ha permitido
seleccionar a los polifenoles como coformadores para la obtencion de nuevos cocristales
farmacéuticos de ETZ. Como era de esperar, el heterosinton amida-carboxilico guia el
reconocimiento molecular entre ETZ y los polifenoles. En las estructuras cristalinas de
ETZ-CAT, ETZ-RES y ETZ-PHL, los enlaces reciprocos N-H---O(ETZ) construyen
dimeros de ETZ mediante el homosintén amida:amida R2(8), el cual también se observa
en la estructura cristalina de ETZ pura. Sin embargo, en los cocristales, se observa una
mayor distancia entre cada dimero ETZ:ETZ debido a la introduccion de una molécula
del coformador. En el caso de ETZ-HQ), este patrén de reconocimiento no se produce ya
que dos moléculas de HQ impiden la formacion del dimero ETZ:ETZ y dan lugar a un
sintén R?(6) de mayor energia (-9.35 kcal/mol) cuando se compara con la energia del
sintén RZ(8) observado en los otros cocristales (ETZ-RES -6.43 kcal/mol < ETZ-CAT
-7.06 kcal/mol < ETZ-PHL -8.10 kcal/mol). Ademas del sinton de reconocimiento
molecular, se deben evaluar todas las interacciones presentes, lo que da lugar a una
energia de red de ETZ-HQ (-12.20 Kcal/mol) < ETZ-RES (-25.76 Kcal/mol) < ETZ-
CAT (-28.18 Kcal/mol) < ETZ-PHL (-34.71 Kcal/mol).

Estas energias permiten establecer relaciones estructura-propiedades. Por ejemplo,
la solubilidad de los nuevos cocristales mejora cuando se compara con ETZ en el orden
ETZ-CAT (x1.2) < ETZ-RES (x1.3) < ETZ-PHL (x1.5) < ETZ-HQ (x1.6). Asi, la
estructura mas débil energéticamente (ETZ-HQ) muestra la mayor solubilidad aparente,
lo cual se debe a la facilidad para ser disociada/hidratada. Lo mismo ocurre en la
velocidad de disolucién y el fendmeno de "spring-parachute" observado, el cual suele ser
interesante en formulacion enfocadas para una liberacion inmediata del farmaco.
Desafortunadamente, los nuevos cocristales farmacéuticos no muestran una mejora de
estabilidad térmica ni termodinamica en comparacioén con sus respectivos componentes,

ya que, todos los cocristales sufren disociacion bajo condiciones fisiologicas.

Los resultados obtenidos en este capitulo, han derivado en la publicacion N°3 de
esta tesis doctoral “Evaluation of synthon influence on ethenzamide-polyphenol

pharmaceutical cocrystals” (CrystEngComm, 2023, 25, 3150-3163).
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4.2. Mejora de la solubilidad de
farmacos AINEs mediante la formacion
de materiales multicomponente tipo
farmaco-farmaco con ciprofloxacino






4.2.1. Introduccion

En esta tesis doctoral se ha reiterado el impacto de la solubilidad sobre la
biodisponibilidad de un fArmaco.*'> Ademés, el capitulo anterior ha puesto de manifiesto
el potencial de la ingenieria cristalina para modular las propiedades de un AINE (ETZ),
a través de la cocristalizacion con moléculas orgéanicas sencillas como los polifenoles.!!?
Sin embargo, las sales y los cocristales también tienen la capacidad de modular las
propiedades de dos o mas farmacos simultdneamente, cuando la molécula coformadora
es un API con actividad terapéutica intrinseca. Con este enfoque se obtienen MMFs tipo
farmaco-farmaco que, ademds de mejorar las propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas de los APIs que lo componen, también buscan promover efectos

sinérgicos.!!>127

Los AINEzs, se utilizan para aliviar el dolor, bajar la fiebre y reducir la inflamacion,
sin embargo, estos sintomas son, por lo general, consecuencia de una afeccién o
enfermedad de grado mayor. Por este motivo, los AINEs suelen administrarse junto con
otros farmacos dando una actividad combinada que permita reducir la inflamacion,
mientras se ataca el origen de la misma. Los antibioticos son uno de los principales
farmacos utilizados en estas combinaciones, ya que la mayoria de infecciones estdn
vinculadas a procesos inflamatorios, fiebre y dolor. A su vez, gran cantidad de
enfermedades y traumatismos en los que se prescriben AINEs tienen riesgos de sufrir
complicaciones severas debido a infecciones, como las que suelen darse en traumatismos

y enfermedades Oseas.

La buena sinergia farmacéutica entre los AINEs y los farmacos antibacterianos, asi
como los problemas de solubilidad y biodisponibilidad de estos, nos lleva al desarrollo
de este capitulo 4.2 en el que se aborda la sintesis y caracterizacion de seis sales fArmaco-
farmaco formadas por ciprofloxacino (CIP) y diferentes AINEs que actuaran como
molécula coformadora (Ver Clasificacion de los AINEs, Capitulo 1.5.1): acido
mefendmico (MEF) y tolfenamico (TLF), ketoprofeno (KET), dexketoprofeno (DKT),
diclofenaco (DIC) y sulindac (SLD) (Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. APIs utilizados para la obtencion de las sales CIP—AINE:s.

CIP es un antibacteriano de amplio espectro definido como una fluoroquinolona
de segunda generacion. Su mecanismo de accidn se centra en inhibir la replicacion del
ADN bacteriano a través de la inhibicion de la topoisomerasa y la ADN-girasa. Este
antibiotico sintético presenta gran efectividad frente a la mayoria de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, aunque estas ultimas suelen ofrecer mayor resistencia. Su
amplio espectro de actividad, ha permitido que CIP sea uno de los antibioticos mas
utilizados para el tratamiento de infecciones bacterianas con resistencia a penicilinas y
macrélidos.’'® Farmacéuticamente, CIP se clasifica como un farmaco de clase IV en el

SCB, mostrando baja solubilidad y baja permeabilidad.’'®

Esta baja solubilidad se atribuye a la naturaleza zwitteridnica y las fuertes
interacciones que se producen en el empaquetamiento cristalino.’!” Por ello, diversos
estudios han demostrado que la formacion de sales es el mejor enfoque para aumentar
con éxito la solubilidad de CIP, ya que permite eliminar el dipolo en los zwitteriones,
disminuyendo la energia de su red cristalina.’'83?° Asi pues, el objetivo de este capitulo
se centra en explorar nuevas formas so6lidas que permitan la administracion combinada
de CIP-AINEs, evaluando diferentes propiedades como son la solubilidad, la estabilidad

y la actividad antibacteriana.
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4.2.2. Preparacion de las sales de CIP-AINEs
4.2.2.1. Diseno de sales moleculares

Una busqueda bibliografica de los diferentes sélidos cristalinos de CIP, en la base
de datos CSD (version 5.43, actualizacion 4 de noviembre de 2022) ha dado como
resultado 67 compuestos, de los cuales 35 son sales moleculares (52%).2!3 32! El resto se
corresponden con hidratos, solvatos, polimorfos y complejos metéalicos de CIP (en su
mayoria hidratados). El alto nimero de sales moleculares reportadas se debe a la
naturaleza anfotérica de CIP, que contiene grupos basicos —NH piperazina y grupos
acidos carboxilicos, facilmente ionizables. La "regla del pK.", basada en datos

cristalograficos empiricos, 22324

establece que la formacion de sales ocurre generalmente
cuando la diferencia de pKa entre grupos ionizables (acido-base) es mayor que 3. En este
caso, el valor pKa del grupo carboxilico de los AINEs es menor, que el pKa del grupo
carboxilico de CIP, lo que promueve la formacion de sales mediante el grupo —NH de
CIP, cuyo pKa es de 8.74 (Tabla 4.2.1). En la bibliografia, solo se han reportado dos sales
moleculares de CIP y un AINE como contraion: CIP—indoprofeno-H20 y CIP-—

diflunisal.’'®

Tabla 4.2.1. Valores de pKa reportados y calculados, asi como los valores He obtenidos del

analisis COSMOQuick de los AINEs utilizados en este capitulo.

Valores pKa *Valores pKa

Reportados : Calculados * ApKa )

Ciprofloxacino 8.74 (-NH) %] 8.77 --

Dexketoprofeno 3.88;4.55;5.02 [326-328] 3.88 4.86 —-1.530325
Acido Mefenamico 3.93; 4.64 %] 3.89 4.81 —2.540215
Acido Tolfendmico 4.3;5.11 [30331] 3.88 4.44 —2.718395
Ketoprofeno 3.8;3.7;4; 4.30 [329-331-333] 3.88 4.94 —-1.530325
Diclofenaco 4.15;4.2 [331:334] 4.00 4.59 —3.069495
Sulindac 4.7 [328:335] 4.09 4.04 -0.260615
Diflunisal Reportado en la bibliografia —1.520345
Indoprofeno Reportado en la bibliografia —3.80753

* Valores calculados usando el software MarvinSketch software.>*¢

COSMOQuick se ha utilizado para evaluar la tendencia de CIP a formar sales con
nuestra seleccion de AINEs, apoyando asi el estudio bibliografico (Tabla 4.2.1). Como
ya se ha descrito en el capitulo 4.1, esta herramienta se basa en calculos termodinamicos
que permiten estimar el Hex de un MMF,3!! por lo que valores negativos de Hex se traducen

en una tendencia a la formacion de MMFs.
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4.2.2.2. Sintesis mecanoquimica

La sintesis mecanoquimica de las sales CIP-AINEs se realizé mediante LAG en

un molino de bolas Retsch MM2000, con una frecuencia de trabajo de 25 Hz. Todas las

operaciones se realizaron a temperatura ambiente, durante 30 minutos, repitiendo la

operativa en varias ocasiones para asegurar la reproducibilidad. A su vez, todos los

productos obtenidos, se han analizado mediante PXRD para determinar la formacion de

un nuevo MMF.

CIP-MEF-H20, CIP-TLF, CIP-SLD, CIP-KET y CIP-DKT, se obtuvieron
mediante LAG de una mezcla de CIP (0.2 mmol, 66.27 mg) y el AINE
correspondiente (0.2 mmol) en una relacion estequiométrica 1:1, utilizando y 50 pL
de metanol como aditivo liquido.

CIP-MEF se obtuvo mediante deshidratacion de la sal CIP-MEF-H2O. Para ello, el
producto obtenido del LAG de CIP-MEF en metanol, se calent6 en una estufa a 120
°C durante 2 dias.

CIP-DIC se obtuvo mediante LAG de una mezcla de CIP (0.2 mmol, 66.27 mg) y
DIC (0.4 mmol, 118.46 mg) en una relacion estequiométrica 1:2, usando 50 pL de

metanol como aditivo liquido.

4.2.2.3. Sintesis en solucion

La obtencion de monocristales es fundamental para el estudio de la estructura

cristalina de las nuevas sales mediante SCXRD. A continuacion, se detalla el

procedimiento para la obtencion de los cristales de las sales reportadas.

Los cristales de CIP-MEF-H20 y CIP-TLF se han obtenido disolviendo 0.05 mmol
(16.56 mg) de CIP y 0.05 mmol de MEF (12.06 mg) y TLF (13.08 mg), en una mezcla
1:1 (v/v) de acetonitrilo/metanol. Tras 2 dias de lenta evaporacion a temperatura
ambiente, se observaron cristales apropiados para estudios de SCXRD.

Los cristales de CIP-MEF se han obtenido a partir de una solucidon saturada del
producto de la deshidratacion de CIP-MEF-H20, usando acetona como disolvente.
Los cristales aparecieron después de 2 dias de lenta evaporacion a temperatura

ambiente.
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* Los cristales de CIP-KET y CIP-DIC se han obtenido a partir de una solucion
saturada del producto del LAG en metanol. Los cristales aparecieron después de 1 dia
de lenta evaporacion del solvente a temperatura ambiente.

* Los cristales de CIP-SLD se han obtenido mediante sintesis hidrotermal. Se colocé
una mezcla de CIP (0.1 mmol, 33.10 mg) y SLD (0.1 mmol, 35.64 mg) en una relacion
estequiométrica 1:1 en un reactor hidrotermal con 3 mL de agua miliQ. El reactor se
sell6 herméticamente y se calentd a 110 °C durante 24 h. Antes de abrirlo, el reactor
se dejo enfriar lentamente durante 5 horas, hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Los cristales de CIP-SLD se separaron directamente de la solucion.
4.2.3. Resultados y discusion
4.2.3.1. Evaluacion de la formacion de sales moleculares

Las ventajas del LAG frente a la molienda convencional para la sintesis de MMFs,
han sido demostradas en el capitulo anterior. Por ello, la sintesis de las nuevas sales de
CIP se ha realizado directamente mediante LAG, evitando el sobreconsumo de recursos
y tiempo. Los difractogramas de PXRD de los productos del LAG, muestran picos
caracteristicos que difieren de ambos APIs, indicando asi la formacion de nuevas fases
cristalinas. En el caso de CIP y DIC, la reaccion en estequiometria 1:1 resultd en la
formacion de una nueva fase con exceso de CIP, sugiriendo la formacién de una fase con
una relacion estequiométrica diferente a la propuesta. La repeticion del LAG de CIP y

DIC en una proporcion estequiométrica 1:2, resulta en la obtencion de una fase pura.

En este punto podemos confirmar la formacion de nuevas fases cristalinas, pero no
podemos asegurar la formacion de sales, cocristales, solvatos o polimorfos. Para
determinar el tipo de material obtenido, se debe realizar un analisis de la estructura
cristalina mediante SCXRD. Estos estudios, no s6lo han confirmado la formacion de sales
moleculares de CIP-AINEs, sino que han demostrado la formacion de una sal hidratada
en el caso del LAG de CIP y MEF. Esto ha permitido realizar los ensayos de
deshidratacion, para obtener la sal anhidra CIP-MEF (La estructura anhidra de la sal
también debe confirmarse mediante SCXRD). Por tultimo, los difractogramas de PXRD
calculados a partir de las estructuras cristalinas, han permitido confirmar la pureza de las

fases obtenidas durante las operaciones de sintesis, tal y como muestra la figura 4.2.2.
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Figura 4.2.2. Difractogramas de PXRD de los APIs, de los productos de las reacciones de sintesis

y los calculados a partir de las estructuras cristalinas.
4.2.3.2. Analisis estructural de las sales de ciprofloxacino con AINEs

La formacion de sales se produce mediante la transferencia de protones de los
grupos acidos de los AINEs al anillo de piperazina de CIP. Este hecho se evidencia en el
mapa experimental de densidad electronica y se confirma mediante el andlisis de las
distancias de enlace C—O para el grupo carboxilato de los AINEs, con valores ADc-o
similares a los observados en sales (tipicamente inferiores a 0.03 A).>*7 Los datos

cristalograficos obtenidos para todas las muestras se resumen en la tabla 4.2.2, asi como
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la informacion sobre los enlaces de hidrogeno se recogen en la tabla 4.2.3 al final de la

seccion de analisis estructural.

Las estructuras cristalinas de las sales de CIP presentan motivos estructurales
comunes, como es la formacion del sinton RaNH2™--"OOC, que establece un enlace de
hidrogeno i6nico entre el grupo nitrogeno de piperazina de CIP (protonado) y el oxigeno
carboxilato (desprotonado) del AINE. Otro motivo estructural comin, a excepcion de
CIP-SLD, es la formacion de unidades tetraméricas supramoleculares centrosimétricas

RZI—(12)137,143

Ademas, las estructuras de muchas fluoroquinolonas como CIP se caracterizan por
la formacion columnas infinitas, unidas entre si por fuerzas de apilamiento n-- -7 (Figura
4.2.3a).3?! Esta disposicion también se ha observado en las sales CIP-MEF, CIP-TLF y
CIP-DIC. En el caso de CIP-DKT, CIP-KET y CIP-SLD se produce la disrupcion de
estas columnas los cual tendra repercusiones en las propiedades del material (Figura

4.2.3b).

CIP
cation

CIP
Cation

Figura 4.2.3. (a) Fragmento de las columnas infinitas de CIP apiladas mediante interacciones
77 (b) Dos moléculas de CIP—CIP apiladas por fuerzas - -1, rodeadas por moléculas de KET,

que rompen la estructura columnar de CIP.

A pesar de compartir caracteristicas comunes, el estudio individual de cada una de
las sales obtenidas es fundamental para poder comprender y establecer relaciones entre la

estructura y las propiedades de cada material.
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4.2.3.2.1. CIP-MEF

CIP-MEF cristaliza como una sal en el sistema triclinico con grupo espacial P-1.
La unidad asimétrica contiene un cation de CIP" y un anion de MEF~ (Figura 4.2.4a).
Dos enlaces de hidrogeno ionicos N*—H::-O~ conectan los iones de CIP" y MEF para
formar una unidad tetramérica centrosimétrica (Figura 4.2.4b). Los cationes de CIP*
forman columnas infinitas a través de interacciones de apilamiento n---n. En la estructura
cristalina las columnas se rodean por iones de MEF™ y la arquitectura supramolecular se
construye mediante interacciones adicionales de C-H:-- m entre el anillo ciclopropilo de

CIP" y el anillo aromatico sustituido de MEF~ (Figura 4.2.4c).

Figura 4.2.4. (a) Unidad asimétrica de CIP-MEF. (b) Formacion tetramérica en CIP-MEEF. (c)
Vista detallada del empaquetamiento de los cationes de CIP" (verde) y los aniones de MEF ™~ (azul)

en CIP-MEF.
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4.2.3.2.2. CIP-MEF-H.0

CIP-MEF-H20 también cristaliza en el sistema triclinico con el grupo espacial P-
1, pero en este caso la unidad asimétrica contiene un cation de CIP*, un anion de MEF ™y
una molécula de agua, lo que resulta en la formacion de una sal hidratada (Figura 4.2.5a).
Sorprendentemente, la estructura cristalina del hidrato tiene una gran similitud a la
estructura de la sal anhidra, ya que se observa la formacion de unidades tetraméricas e
interacciones de apilamiento m---m para dar columnas infinitas de CIP" rodeadas por
moléculas de MEF~ (Figura 4.2.5b). Sin embargo, en este caso la estructura cristalina
presenta canales infinitos que se extienden a lo largo del eje @, donde se alojan las
moléculas de agua (Figura 4.2.5¢,d). Estos canales, corresponden al 7.7% del volumen
de la celda unidad y permiten explicar, como la deshidratacion de CIP-MEF-H20 da lugar
a la formacion de la fase anhidra CIP-MEF, sin producir un reordenamiento severo en la
estructura cristalina. Por ultimo, las interacciones C-H:-- © entre el anillo ciclopropilo de

CIP" y el anillo aromatico sustituido de MEF ™ refuerzan la estructura supramolecular.

Figura 4.2.5. (a) Unidad asimétrica y (b) formacion tetramérica en CIP-MEF-H,O0. (c) Vista
detallada del empaquetamiento de los cationes de CIP" (verde) y los aniones de MEF™ (azul) y

H>O (rojo) en CIP-MEF-H-O. (d) Canales en la estructura cristalina vistos a lo largo del eje a.
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4.2.3.2.3. CIP-TLF

Por la similitud del AINE, CIP-TLF presenta una estructura cristalina similar a
CIP-MEF. CIP-TLF cristaliza en el sistema triclinico con el grupo espacial P-1. La
unidad asimétrica contiene un cation de CIP" y un anién de TLF~ (Figura 4.2.6a). Como
se observa en las sales moleculares de CIP—fenamato, dos enlaces de hidrogeno idnicos
N'-H---O™ conectan los iones de CIP" y TLF para formar una unidad tetramérica
centrosimétrica. La formacion de columnas de iones de CIP* se produce por fuerzas de
apilamiento 7-- -7 (Figura 4.2.6b,c). Las interacciones C-H-- m que involucran el anillo

ciclopropilo de CIP" y el anillo aromatico sustituido de TLF ™ refuerzan la estructura.

Figura 4.2.6. (a) Unidad asimétrica de CIP-TLF. (b) Formacion tetramérica en CIP-TLF. (¢)
Vista detallada del empaquetamiento de los cationes de CIP” (verde) y los aniones de TLF~

(azul) en CIP-TLF.
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4.2.3.2.4. CIP-SLD

La sal molecular CIP-SLD cristaliza en el sistema monoclinico con el grupo
espacial P21/n. La unidad asimétrica de CIP-SLD contiene un cation de CIP" y un anion
de SLD™ (Figura 4.2.7a). A diferencia de las otras estructuras descritas, CIP-SLD no
forma unidades tetraméricas ni columnas apiladas de CIP" ya que la asociacion entre CIP*
y SLD™ mediante enlaces de hidrogeno, genera una estructura en forma de cinta, con iones
de CIP" y SLD™ ubicados en ambos extremos (Figura 4.2.7b). Estas estructuras se
refuerzan mediante interacciones CH---O que se dan entre las moléculas de CIP.
Finalmente, la estructura supramolecular tridimensional se forma mediante la union de
cintas, gracias a interacciones C-H-- m que involucran el anillo de piperazina protonado

de CIP" y el anillo aromatico de SLD™ (Figura 4.2.7¢).

Figura 4.2.7. (a) Unidad asimétrica de CIP-SLD. (b) Formacion en cinta de la estructura de CIP—
SLD. (c) Vista detallada del empaquetamiento de los cationes de CIP* (verde) y los aniones de

SLD™ (azul) en CIP-TLF.
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4.2.3.2.5. CIP-DIC

CIP-DIC cristaliza en el sistema triclinico con grupo espacial P-1, cuya unidad
asimétrica contiene un catiéon de CIP*, un anidén de DIC y una molécula neutra de DIC
(relacion estequiométrica 1:2 ) lo que da lugar a un cocristal de una sal también
denominado cocristal i6nico®*® (Figura 4.2.8a). En este cocristal i6nico se observa una
estructura tetramérica como en los demas casos, pero con la presencia de dos moléculas
neutras adicionales de DIC, que se asocian mediante enlaces de hidrogeno con el anion
DIC, a su vez asociado con CIP" (Figura 4.2.8b). Esta nueva unidad supramolecular se
ve reforzada por interacciones C-H: - y C-H:--O(carbonilo) entre el anillo ciclopropilo
de CIP" y DIC™. Como ya se describi6 para las sales de CIP—fenamato, los iones de CIP"
se asocian entre si mediante interacciones m---m para generar columnas infinitas. La
estructura supramolecular tridimensional se produce en forma de rejilla, en la que los
iones de CIP" y DIC™ construyen la red y las moléculas neutras de DIC se disponen en

los huecos (Figura 4.2.8c¢).

Figura 4.2.8. (a) Unidad asimétrica de CIP-DIC. (b) Estructura tetramérica de CIP-DIC,
reforzada por dos moléculas neutras de DIC. (¢) Vista detallada del empaquetamiento en forma
de rejilla de CIP-DIC, los cationes de CIP" (rojo) y los aniones de DIC™ (azul) y las moléculas
neutras de DIC (verde).
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4.2.3.2.6. CIP-KET

CIP-KET cristaliza en el sistema triclinico, grupo espacial P-1. La unidad
asimétrica de CIP-KET contiene un cation de CIP* y un anién de KET (Figura 4.2.9a).
Aungque los enlaces de hidrogeno producen la formacién de unidades tetraméricas, no se
produce la formacion de columnas de iones CIP*, ya que estos se asocian en pares a través
de interacciones de apilamiento 7---m (Figura 4.2.9b,c). Los aniones de KET-
interrumpen la formacion de las columnas apiladas, ocupando el espacio entre los pares
de CIP". Las interacciones C-H---O (carbonilo) que involucran pares de CIP-CIP y KET-

KET refuerzan la estructura tridimensional (Figura 4.2.9d).

a b

Cation

Figura 4.2.9. (a) Unidad asimétrica de CIP-KET. (b) Estructura tetramérica de CIP-KET. (c)
Disrupcion de las cadenas infinitas de CIP por la intercalacion de aniones de KET™. (d) Vista
detallada del empaquetamiento CIP-KET, los cationes de CIP" (verde) y los aniones de KET~
(azul).
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4.2.3.2.7. CIP-DKT

Por ultimo, CIP-DKT cristaliza en el sistema triclinico con el grupo espacial P-1.
La unidad asimétrica se compone de dos pares independientes de cationes de CIP' y
aniones de DKT  dando una relacion estequiométrica 2:2 (Figura 4.2.9a). Por este
motivo, los enlaces de hidrégeno entre las moléculas de CIP y DKT da lugar a la
formacion de dos estructuras tetraméricas centrosimétricas conectadas por fuerzas de
apilamiento - - -7 entre los grupos quinolona de los pares de CIP (Figura 4.2.10b). Estos
pares se rodean por iones de DKT", evitando la formacion de columnas apiladas (Figura
4.2.10c¢). Interacciones adicionales C-H:--O(carbonilo) entre pares de CIP-CIP y DKT—

DKT contribuyen a la cohesion de la estructura cristalina tridimensional.

Figura 4.2.10. (a) Unidad asimétrica de CIP-DKT. (b) Estructura doble tetramérica de CIP—
DKT. (c) Vista detallada del empaquetamiento CIP-DKT, los cationes de CIP" (verde y azul) y

los aniones de DKT™ (amarillo y rojo).
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Tabla 4.2.2. Datos cristalograficos de las sales de CIP-AINE:s.

Compuesto CIP-MEF CIP-MEF-H:0 CIP-TLF CIP-SLD CIP-DIC CIP-KET CIP-DKT
Formula C3H33FN4Os C32H35FN4O6 C31H30CIFN4Os  C37H3sFoN3O06S  CasHaoCLENsO;  Cs3H3FN3Oe C33H32FN306
Peso molecular 572.62 590.64 593.04 687.74 923.62 585.61 585.61
Sistema cristalino Triclinico Triclinico Triclinico Monoclinico Triclinico Triclinico Triclinico
Grupo espacial P-1 P-1 P-1 P2i/n P-1 P-1 P-1
a/A 7.0100(3) 7.35750(10) 7.3321(12) 13.2001(12) 7.6759(4) 8.1012(8) 8.2206(2)
b/A 14.2507(6) 13.7396(2) 13.685(3) 5.5503(5) 15.7770(8) 13.7214(11) 13.6705(4)
c/A 15.7609(6) 15.4988(3) 15.653(3) 44.790(5) 18.9103(9) 14.0550(13) 13.8361(4)
a/® 70.117(3) 78.3990(10) 78.895(13) 90 95.174(3) 72.384(4) 105.3040(10)
pre 77.493(3) 82.6850(10) 82.640(14) 93.030(4) 98.141(3) 88.519(5) 106.9440(10)
y/° 78.337(3) 76.2090(10) 76.679(13) 90 101.593(2) 73.552(5) 91.7470(10)
V/A3 1431.25(11) 1485.31(4) 1494.0(5) 3276.9(5) 2204.08(19) 1425.1(2) 1424.90(7)
z 2 2 2 4 2 2 2
Dc/g em™ 1.329 1.321 1.318 1.394 1.39 1.365 1.365
F(000) 604 624 620 1440 956 616 616
Reflexiones tomadas 19699 22333 25965 30549 38733 20166 36525
Reflexiones tnicas 5015 4916 5274 5780 7748 4949 9527
Datos / restricciones / 5015/0/383  4916/0/386  5274/0/382  5780/0/455  7748/0/562  4949/0/390  9527/3/779
parametros
Ajuste del parametro F? 0.982 1.095 1.068 0.948 1.063 1.023 1.055
R (I>206(D) 0.0583 0.0593 0.0730 0.0600 0.053 0.0495 0.0504
wR:2 (I > 26(1) 0.1439 0.1847 0.2424 0.1254 0.1522 0.1296 0.1355
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Tabla 4.2.3. Enlaces de hidrogeno presentes en las sales de CIP-AINEs.

CIP—MEF d(D-H) d(H--A) dDA) <(DHA)
0(2)-H(2)"-0(3) 0.82 1.76 2.528(3) 154.3
NG)-HBA)--0(5)! 0.89 1.85 2.710(3) 162.0
N(3)-H(3B)0(4) 0.89 1.82 2.631(3) 149.8
C(14)-H(14B)--F(1) 0.97 221 2.855(4) 1232
N(@4)-H(4)-0(5) 0.86 1.93 2.627(3) 137.6

Operaciones de simetria:

#1 -x+2,-y,-z+1

CIP—MEF-H:0 d(H--A) dDA) <(DHA)
C(14)-H(14A) --F(1) 0.97 221 2.870(3) 124.3
NG3)-H(3A)-0(4) 0.89 1.80 2.682(2) 171.2
N(3)-H(3A)--0(5) 0.89 2.60 3.172(3) 122.8
N3)-H(3B)--0(5)"! 0.89 1.84 2.680(2) 156.4
0(2)-H(2)-0(3) 0.82 1.77 2.533(3) 153.8
N(@4)-H(4)--0(4) 0.86 1.93 2.608(2) 134.8

Operaciones de simetria:

#1 -x,-y+1,-z
CIP—TLF d(D---A) <(DHA)
N(4)-H(4):--0O(4) 0.86 1.93 2.599(4) 133.6
0(2)-H(2)---0(3) 0.82 1.81 2.523(5) 145.1
NQ3)-H(BA):--O(5)*! 0.89 1.82 2.659(4) 156.4
N(3)-H(3B)---0(4) 0.89 1.81 2.690(4) 172.3
N(3)-H(3B)---O(5) 0.89 2.60 3.182(5) 124.0
C(14)-H(14B)---F(1) 0.97 2.23 2.880(6) 123.6

Operaciones de simetria:

#1 -x,-y,-z+1
CIP—SLD d(H---A) d(D-:--A) <(DHA)
0O(2)-H(2):--0(3) 0.82 1.75 2.506(4) 153.3
NQ3)-HQBA)---O(4)*! 0.89 2.44 3.078(4) 129.0
N(3)-H(3A) --O(5)*! 0.89 1.90 2.746(4) 158.9
N(3)-H(3B)---O(4) 0.89 1.77 2.652(4) 169.1
C(14)-H(14B)---F(002) 0.97 2.27 2.910(4) 122.4

Operaciones de simetria:

#1 x,y+1,z
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Tabla 4.2.3 (cont.). Enlaces de hidrégeno presentes en las sales de CIP—AINEs.

CIP—DIC d(D-H) d(H--A) dD-A) <(DHA)
0(6)-H(6)-O(5) 0.82 1.80 2.605(3) 166.3
N(5)-H(5A)+-O(7) 0.86 223 3.026(4) 154.4
O(1)-H(1)--0(3) 0.82 1.83 2.588(3) 152.9
NG3)-HBA)--0(4) 0.89 1.85 2.723(3) 166.2
N(3)-H(3B): - O(4)*! 0.89 2.40 3.094(3) 135.5
N(3)-H33B) +-0(5)"! 0.89 2.01 2.876(3) 165.1
C(14)-H(14A) +-F(1) 0.97 236 2.984(4) 1212

Operaciones de simetria:

#1 -x+1,-y+1,-z+1

CIP—KET d(H--A) dDA) <(DHA)
O(1)-H(1)--0(3) 0.82 1.75 2.5200(19)  154.8
NR)-H(3A) - 0(4)! 0.89 239 2.949(2) 121.4
N3)-H(3A)--O(5)! 0.89 1.88 2.769(2) 175.4
N@3)-H(3B)---O(4) 0.89 1.82 2.693(2) 166.7
C(14)-H(14A) --F(1) 0.97 2.26 2.906(2) 123.5

Operaciones de simetria:

#1 -x+1,-y+1,-z

CIP—DKT D-H-A d(D-H) d(H:--A) d(D--A) <(DHA)
O0(QA)-H(2A) --O(3A) 0.82 1.77 2.526(4) 153.0
NGA)-H(AA) - O(4B)! 0.89 1.82 2.681(5) 162.0
N(3A)-HBAB) - O(4A) 0.89 1.93 2.797(5) 165.7
N(3A)-HBAB) --0(5A) 0.89 227 2.904(6) 128.0
C(14A)-H(14B)---F(1A) 0.97 2.25 2.901(5) 123.7
O(2B)-H(2B)---O(3B) 0.82 1.75 2.519(4) 154.4
N(3B)-H(3BA) --O(4B)*? 0.89 2.24 2.880(6) 128.6
N(3B)-H(3BA)--O(5B)" 0.89 2.04 2.922(6) 168.7
N(3B)-H(3BB)---O(5A )" 0.89 1.76 2.623(6) 162.9
C(14B)-H(14C)---F(1B) 0.97 2.26 2.912(6) 123.3

Operaciones de simetria:

#1 x+1,y,z+1  #2 x,y+1,z+1 #3x-1,y+1,z
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4.2.3.3. Estudio de las propiedades de las sales moleculares
4.2.3.3.1. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica se refiere a la capacidad de una fase para mantener su
integridad frente a cambios de temperatura por debajo del punto de fusion. Para el estudio
de esta capacidad se ha realizado un analisis simultdneo de DSC y TGA. La figura 4.2.11
muestra las graficas de DSC obtenidas para cada muestra. En ella se observa un unico
evento endotérmico principal, que se corresponde con el punto de fusion de las sales. En
todos los casos el punto de fusion se encuentra en un valor intermedio al punto de fusion
de los componentes, un comportamiento habitual en este tipo de materiales.>'* Ademas,
se aprecia una correlacion positiva entre el punto de fusién de la molécula de AINE y su
fase correspondiente. De este modo, los puntos de fusion de los componentes disminuyen
en el orden: CIP (256 °C) > MEF (230 °C) > TLF (207 °C) > SLD (183 °C) > DIC (156—
158 °C) > KET (94 °C) > DKT (75 °C) mientras que las sales siguen el mismo orden:
CIP-MEF (246 °C) > CIP-TLF (230 °C) > CIP-SLD (226 °C) > CIP-DIC (214 °C) >
CIP-KET (191 °C) > CIP-DKT (184 °C). Se debe resaltar la gran mejora de estabilidad
térmica de KET (94 °C) y DKT (75 °C), cuyas sales presentan un punto de fusién de 191
y 184 °C respectivamente. La ausencia de otras sefiales en el estudio, también confirma

la pureza de la fase en polvo, corroborando los datos de PXRD.

CIP-MEF
CIP-TLF
CIP-SLD
CIP-DIC
CIP-KET
CIP-DKT
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Figura 4.2.11. Curvas de DSC de las sales obtenidas. La linea punteada corresponde al punto de

fusion de CIP.
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Por su parte, los andlisis de TGA confirman la integridad de todas las sales ya que,

por debajo del punto de fusion, no se produce ninguna pérdida de peso asociada a

fendmenos de descomposicion. Solo en el caso de la sal CIP-MEF-H20 se observa una

pérdida de peso inicial del 1.327 %, correspondiente a la deshidratacion y la pérdida de

0.43 moléculas de H20 (Figura 4.2.12).
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Figura 4.2.12. Analisis TGA-DSC de la sal hidratada CIP-MEF-H20
4.2.3.3.2. Estudio de estabilidad termodinamica

La estabilidad de las sales se ha estudiado en condiciones de envejecimiento
acelerado y en suspension acuosa, para evaluar procesos de disociacion, hidratacion o
transicion a polimorfos. En primer lugar, se han realizado experimentos en atmosfera de
alta humedad relativa y temperatura (75% HR y 40 °C). Los difractogramas de PXRD
obtenidos tras 2 meses de estudio se muestran en la figura 4.2.13. Bajo estas condiciones,
no se observan transformaciones ni cambios en el grado de la cristalinidad de las sales, lo

que indica la integridad de las mismas.
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CONDICIONES DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO (40 °C, 75% RH)
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Figura 4.2.13. Difractogramas PXRD de las sales de CIP en condiciones de envejecimiento

acelerado.

En segundo lugar, se han realizado experimentos de s/urry agitando un exceso de
muestra en agua miliQ a 25 °C. La figura 4.2.14 muestra los difractogramas de PXRD
para el solido, filtrado y secado al aire, después 24 horas de agitacion. Estos datos,
muestran la transformacion de CIP en una fase termodindmicamente mas estable. Aunque
no se ha conseguido determinar la estructura cristalina de esta nueva fase, la gran cantidad
de hidratos de CIP reportados en la bibliografia, demuestran la tendencia de esta molécula
a la hidratacion, por lo que hay una alta probabilidad de que la fase de CIP obtenida sea
un hidrato.?*>**° También se observa la transformacion de CIP-SLD y CIP-MEF-H20 a
CIP-SLD

fases termodinamicamente mas estables. se transforma en una fase

desconocida, ya que, al igual que en CIP no se han podido obtener cristales para su
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determinacion estructural. Sin embargo, la sal hidratada CIP-MEF-H2O se transforma en

la sal anhidra CIP-MEF. Este comportamiento, aunque parezca contradictorio, ya que la

fase hidratada se presupone estable en solucion acuosa, puede ser una consecuencia de

los canales observados en la estructura cristalina de CIP-MEF-H20, que explican la

facilidad para evacuar las moléculas de H20 sin alterar la estructura cristalina general

(datos consistentes con los resultados del analisis de TGA expuestos en el apartado

anterior).

Por otro lado, el resto de sales obtenidas en este capitulo (CIP-MEF, CIP-TLF,
CIP-DIC, CIP-KET y CIP-DKT) permanecen termodindmicamente estables,

presentando una ventaja farmacéutica en términos de estabilidad acuosa frente a CIP.
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Figura 4.2.14. Difractogramas PXRD de las muestras después de 24 horas en suspension acuosa.
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4.2.3.3.3. Estudio de solubilidad

El caracter zwitterionico de CIP provoca que su solubilidad dependa en gran
medida del pH, por lo que el estudio de solubilidad debe realizarse en valores de pH
farmacéuticamente relevantes para la administracion oral, es decir, pH 1.2 y 6.8 para los
ambientes gastrico e intestinal, respectivamente. Desafortunadamente, debido a su
inestabilidad en solucién, no se ha podido evaluar la solubilidad de CIP-SLD y CIP—
MEF-H20. Por otro lado, el solapamiento de los espectros de absorcion UV-Vis de los
APIs no permite el uso de la espectrofotometria UV-Vis convencional para evaluar la
solubilidad, sino que es necesario el uso de HPLC-UV-Vis para separar los componentes
en solucion y cuantificar la concentracion de CIP. La mejora de la solubilidad de los
AINEs también se ha evaluado mediante la normalizacion de los datos obtenidos para
CIP, utilizando la estequiometria, y el peso molecular de las sales y los componentes.
Cabe sefialar que este procedimiento solo se puede aplicar a fases estables en las que se

mantenga la estequiometria CIP:AINE.

Los valores de solubilidad para CIP a pH 6.8 obtenidos en este estudio son
consistentes con otros valores reportados, confirmando asi la validez del método. 3! La
tabla 4.2.4 recoge los valores de solubilidad en equilibrio obtenidos para CIP y las
respectivas sales. A pH 6.8, CIP-DKT, CIP-KET y CIP-MEF permiten mejorar la
solubilidad de CIP, hasta 5.5 veces en el caso de CIP-DKT, mientras que las sales CIP—
TLF y CIP-DIC no muestran mejoras en la solubilidad con respecto a CIP. Es interesante,
que aquellas sales que producen la disrupcion de las cadenas infinitas de CIP en la
estructura cristalina (CIP-DKT y CIP-KET) son aquellas que presentan una mayor
solubilidad. Ademas, podemos observar una relacion inversamente proporcional entre la
solubilidad y el punto de fusion del AINE, un comportamiento habitual en este tipo de
materiales.>!**#! Con respecto a los AINEs, la mejora en la solubilidad también es
sustancial, sobretodo en el caso de CIP-DIC, cuya solubilidad es 20.8 veces superior a
DIC a pH 6.8. En este caso, la mejora de solubilidad se atribuye a la disrupcion de los

dimeros AINE-AINE fuertemente cohesionados en las estructuras nativas.
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Tabla 4.2.4. Valores de solubilidad de las fases de CIP comparados con sus componentes.

Solubilidad Solubilidad Mejora de Solubilidad
Muestra CIPpH 6.8 CIPpH1.2 solubilidad reportada de los
(mg/mL) (mg/mL) CIP/AINEs pH 6.8 AINEs (mg/mL)
CIP—DKT 0.465 9.980 5.5x%/- No reportado
CIP—KET 0.207 9.533 2.4x/0.8x <0.2 [4273%]
CIP—MEF 0.140 1.182 1.7x/2x <0.05 [329:346]
CIP—TLF 0.047 6.567 0.6x/0.74x <0.05 [**]
CIP—DIC 0.035 5.946 0.4x/20.8x <0.003 [44397349]
CIP 0.084 14.671 0.08 [*9

Como se esperaba, debido a su naturaleza zwitterionica, la solubilidad de CIP
aumenta significativamente a pH 1.2.%! En este pH, la solubilidad de las sales es mucho
mayor que a pH 6.8, pero menor cuando se compara con CIP. Este comportamiento se
debe a que la formacion de sales, limita el cardcter zwitteridnico de CIP, modulando su
solubilidad, en este caso a la baja. Debido a la extrema insolubilidad de los AINEs a pH
1.2, no se han encontrado valores reportados que permitan una comparacién exacta,
aunque la estabilidad de las sales a pH 1.2, indica que la solubilidad del AINE es
proporcional a la de CIP, por lo que la solubilidad del AINE en la sal se presupone mucho
mayor que los APIs de referencia. Sin embargo, la absorciéon de los AINEs ocurre
principalmente en el intestino delgado por lo que los resultados a pH 6.8 son mas

relevantes para fines farmacéuticos.
4.2.3.3.4. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de las sales se ha evaluado utilizando microorganismos
de relevancia médica como Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 9144) y
Escherichia coli (E. coli, CECT 101). La figura 4.2.15 y la tabla 4.2.4 recogen los
resultados de este experimento en el que se usan 2.5 ug de cada compuesto. CIP, como
era de esperar, inhibe la proliferacion bacteriana en ambos casos, pero demuestra una
mayor actividad contra las bacterias Gram-negativas (E. coli) que contra las bacterias
Gram-positivas (S. aureus). Por su parte, las sales muestran una actividad antibacteriana
similar a la de CIP, ya que los halos de inhibicion son similares. Sin embargo, mientras
que CIP requiere 2.5 pg para ejercer tal inhibicion, la concentracion de CIP en las sales
se reduce proporcionalmente a la contribucion del CIP en el peso molecular de la sal. Por

ejemplo, la sal CIP-DKT es capaz de exhibir el mismo efecto inhibitorio que CIP (2.5
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ng), pero utilizando solo 1.41 pg de CIP. La contribucion de CIP en cada sal se calcula
en base al peso molecular tal y como se expone en la tabla 4.2.5. En este contexto, debe
destacarse el caso de CIP-DIC, cuya estequiometria 1:2 provoca que el contenido de CIP
sea aproximadamente tres veces menor que CIP en el control, pero sigue ejerciendo un

efecto inhibitorio muy elevado.

50 -

Bl E coli

B S aureus

[ CIP control vs S. aureus
Bl CIP control vs E. coli

40+

Diametro inhibicién (mm)

Figura 4.2.15. Experimentos de actividad antibacteriana frente E. coli (placas de agar

superiores) y S. aureus (placas de agar inferiores).

Estos resultados confirman que la formacion de sales con AINE no solo mantiene
la actividad antibacteriana de CIP intacta, sino que también reduce la cantidad de CIP
necesaria para lograr el mismo efecto inhibitorio como resultado de la mejora en la

solubilidad de las sales, lo que se traduce en una mejor difusion en el cultivo.

Tabla 4.2.5. Pesos moleculares de las sales, asi como los halos de inhibicidon frente frente S.

aureus y E. colli.

Masa % CIPenla MgdeCIPenel Zona de inhibicién (mm)
Muestra experimento (2.5 pg
molecular sal
total) S. aureus E. coli

CIP 331.3 2.5 21.12+0.41 33.91+0.36
CIP—MEF-H20 590.6 0.56 1.40 22.07 +£0.39 33.31+0.49
CIP—MEF 572.6 0.58 1.45 21.20+0.44 34.01 +£0.36
CIP—TLF 593.1 0.56 1.40 19.98 + 0.62 33.82+0.37
CIP—SLD 687.8 0.47 1.17 20.03 +0.40 31.69 £ 0.60
CIP—DIC 923.6 0.36 0.90 16.34 +0.49 32.05+0.53
CIP—KET 585.6 0.57 1.41 22.12+0.53 35.19+0.55
CIP—DKT 585.6 0.57 1.41 18.03 £ 0.42 32.72+0.47
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En resumen, la formacion de sales multicomponente farmaco-farmaco ha
permitido mejorar la solubilidad de CIP y los AINEs en diferentes pHs, la estabilidad
térmica de los AINEs, e incluso mejorar la eficiencia antibidtica de CIP, reduciendo la
dosis necesaria para conseguir un efecto inhibitorio similar al observado en la forma
nativa de CIP. Los resultados de CIP-DKT, CIP-KET y CIP-DIC son los mas
prometedores, ya que muestran una solubilidad particularmente alta (5.5 veces mayor que
CIP para CIP-DKT y 20.8 veces mayor que DIC para CIP-DIC), junto con una buena
estabilidad térmica y termodindmica, tanto en suspension acuosa como en condiciones de
envejecimiento acelerado. Cabe destacar que una solubilidad mejorada se asocia a una
mayor biodisponibilidad oral, lo que permite reducir la dosis de administracion,
reduciendo los posibles efectos secundarios (dosis-dependientes) de los APIs. Sin
embargo, no se han obtenido tan prometedores resultados con CIP-SLD y CIP—
MEF-H:0, principalmente, debido a su baja estabilidad en suspension acuosa. Este
comportamiento se debe principalmente a la disposicion de sus estructuras cristalinas.
CIP-SLD presenta una estructura en forma de cinta, expuesta a la solucion, lo que la lleva
a ser mas inestable. Por su parte, CIP-MEF-H20 presenta una estructura muy similar a la

sal anhidra, que promueve la deshidratacion.

Los resultados obtenidos en este capitulo, han derivado en la publicacion N°4 de
esta tesis doctoral “Enhanced NSAIDs Solubility in Drug—Drug Formulations with
Ciprofloxacin” (International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24(4), 3305).
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4.3. Sales moleculares de
Metformina-AINEs: Un camino para

mejorar la biodisponibilidad oral y la
estabilidad






4.3.1. Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la diabetes se define como una
enfermedad cronica y metabolica caracterizada por niveles elevados de glucosa en
sangre.? Segin la OMS existen 422 millones de pacientes adultos diagnosticados con
diabetes en todo el mundo, y este nimero aumenta a 537 millones segtn la Federacion
Internacional de Diabetes.*>* Hay dos tipos de diabetes, la tipo I ocurre cuando el pancreas
no produce insulina, y la diabetes tipo II, que aparece cuando el cuerpo se vuelve
resistente a la insulina y, en la mayoria de los casos, se desarrolla en adultos. Sin embargo,
la creciente obesidad en jovenes, junto con la falta actividad fisica y mala alimentacion,

ha provocado el aumento de la aparicion de diabetes tipo 2 en poblaciones jovenes.>>*

La MTF es un agente antidiabético biguanida utilizado como tratamiento de
primera linea contra la diabetes tipo 2 debido a su eficacia, perfil de seguridad y bajo
costo para los pacientes.’>% La MTF ejerce su accion antihiper-glucémica aumentando
la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos y reduciendo la gluconeogénesis
hepatica.>>” Generalmente, la MTF se prescribe como clorhidrato de metformina
(MTF-HCI), quimicamente definida como una sal, con el fin de aumentar la solubilidad
y la estabilidad.'*'>” Aunque la solubilidad de MTF-HCI es excelente, la baja
permeabilidad MTF conduce a la aparicion de trastornos gastrointestinales en
aproximadamente el 20-30% de los pacientes crénicos, debido a la acumulacion del
farmaco en el intestino delgado.?*®3%° La inestabilidad de la molécula de MTF en su forma
libre es otro problema reportado por diferentes estudios. El perfil de inestabilidad y los
productos de su degradacion se detallan en la Farmacopea europea (9* edicion,

2016).360’361

La prescripcion de MTF junto con otros medicamentos antidiabéticos no es una
practica rara en la clinica, ya que, desafortunadamente, el control glucémico con MTF en
la diabetes tipo 2 sigue siendo un desafio de gran complejidad que preocupa a los médicos
e investigadores. A su vez, la MTF también suele combinarse con medicamentos como
los AINEs.*®? Un ejemplo claro del uso combinado de estos farmacos se da en el
tratamiento de la neuropatia diabética, una complicacion grave de la diabetes en la que se
ven afectados los nervios periféricos, produciendo dolor y entumecimiento en las
extremidades. Aunque los AINEs no se consideran especialmente efectivos para tratar el

3

dolor neuropatico, a menos que haya inflamacion,**® su uso masivo es una realidad
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clinica, probablemente debido a 1) la falta de alternativas no opioides en el tratamiento
del dolor leve-moderado, 2) el caracter de venta libre de varios AINEs y 3) su perfil de

seguridad.

Aungque por lo general la MTF se considera segura, los tratamientos a largo plazo
han reportado una afeccion grave, aunque rara, conocida como acidosis lactica,
relacionada con insuficiencia renal aguda.’®*3> A su vez, los AINEs son conocidos por

.. 366 . ;. . .
su nefrotoxicidad,’®” por lo que aquellos pacientes cronicos con tratamientos combinados

de MTF y AINEs son mas susceptibles de desarrollar deterioro renal.*¢’

El objetivo de este capitulo se centra en explorar nuevas alternativas que puedan
aumentar la biodisponibilidad oral de los farmacos mencionados mediante la formacion
de sales tipo farmaco-farmaco, asi como reducir los efectos secundarios asociados con
estas terapias combinadas. Con este fin, se han sintetizado cinco sales MTF—-AINEs
utilizando el acido niflimico (NIF), diflunisal (DIF), acido mefenamico (MEF), acido
tolfendmico (TLF) y flurbiprofeno (FLF) como moléculas coformadoras (Figura 4.3.1).
Ademas, se ha realizado un estudio de la estructura cristalina para poder racionalizar los

cambios observados en la solubilidad y la estabilidad de las nuevas sales.

HO._ __O HO A°
NH NH H
)k )k n “ N
Sy N NH,
| H

Metformina , MTF Acido Mefenamico, MEF Acido Tolfenamico, TLF
OH o OH
o}
O 0 N O
N
Z OH
Flurbiprofeno, FLF Acido Niflimico, NIF Diflunisal, DIF

Figura 4.3.1. APIs utilizados para la obtencion de sales tipo farmaco-farmaco de MTF.
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4.3.2. Preparacion de las sales de MTF-AINEs
4.3.2.1. Diseno de las sales moleculares

Una busqueda bibliografica de los diferentes solidos cristalinos de MTF en la base
de datos CSD (version 5.43, actualizacion 4 de noviembre de 2022) ha dado como
resultado 59 compuestos, 26 (44%) son sales moleculares de MTF, de las cuales 13 son
sales tipo formaco—firmaco con otros antidiabéticos.>® 372 El resto se corresponden con
sales inorganicas y complejos metéalicos de MTF. Solo se han reportado tres estructuras
de sales que contienen MTF y un AINE como contraion: MTF—diclofenaco,*”> MTF—

37y MTF-aspirina.’”> El alto niimero de sales moleculares observadas

salicilato
concuerda con la naturaleza basica fuerte de MTF. Por lo tanto, y de acuerdo con la
conocida “regla del pKa” 37377 se espera una transferencia de protones desde el grupo
carboxilico de los AINEs hacia un grupo amina en MTF. La tabla 4.3.1 recoge valores

de pKa de MTF y los AINE seleccionados en este capitulo.?2+378

Tabla 4.3.1. Valores de pKa reportados y calculados de los APIs.

Valores pKa *Valores pKa

Reportados ’ Calculados *
Metformina 12.4 **4 12.30 -
Acido Mefenamico 3.93 **] 3.89 8.41
Acido Tolfenamico 43 [339] 3.88 8.42
Acido Niflimico 1.88 [3%9] 1.88 10.42
Diflunisal 2.69 [3%9] 2.69 9.61
Flurbiprofeno 4.2 7] 4.42 7.88

* Valores calculados usando el software MarvinSketch.>*
4.3.2.2. Sintesis de MTF-HCl1

La MTF se comercializa como MTF-HCI, debido a su inestabilidad y gran
reactividad. Por lo que es necesario un proceso de neutralizacién antes de realizar las
operaciones de mecanoquimica. Para ello, se agitan 10 mmol de MTF-HCI (1.656 g) y 10
mmol de NaOH (0.4 g) en 60 mL de isopropanol a temperatura ambiente, en un vaso de
vidrio sellado para evitar la evaporacion. Después de 24 h, la solucion se filtra con filtros
de jeringa de 0.22 um para eliminar el NaCl (insoluble en isopropanol). El filtrado
obtenido (contiene la MTF soluble en isopropanol) se lleva a un evaporador rotatorio
asistido por vacio, que se ajusta a 40 °C y 30 rpm. Tras eliminar el solvente, la MTF
precipita, se recoge y se almacena en tubos sellados y opacos a la luz hasta su uso. La

pureza de MTF debe confirmarse reiteradamente antes de cada uso mediante PXRD.
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4.3.2.3. Sintesis mecanoquimica

La sintesis mecanoquimica de las sales de MTF se realizé mediante LAG en un

molino de bolas Retsch MM2000, a una frecuencia de 25 Hz de agitacion, utilizando

jarras de acero inoxidable y 2 bolas de 7 mm de didmetro. Todas las operaciones se

realizaron a temperatura ambiente, durante 30 minutos, repitiendo la operativa en varias

ocasiones para asegurar la reproducibilidad. A su vez, todos los productos obtenidos, se

han analizado mediante PXRD para determinar la formacion de un nuevo MMF.

MTF-MEF, MTF-DIF-H20 y MTF-NIF-H20 se obtuvieron mediante LAG de una
mezcla de MTF (0.5 mmol, 64.58 mg) y el correspondiente coformador (0.5 mmol,
130.85 mg de MEF, 125.10 mg de DIF y 141.11 mg de NIF) en una relacion
estequiométrica 1:1 usando 100 pL de agua miliQ como aditivo liquido.

MTF-FLF y MTF-TLF se obtuvieron mediante LAG de una mezcla de MTF (0.5
mmol, 64.58 mg) y el correspondiente coformador (0.5 mmol, 130.85 mg de TLF,
122.13 mg de FLF) en una relacion estequiométrica 1:1, junto con 100 pL de etanol
como aditivo liquido.

MTF-DIF y MTF-NIF, se obtuvieron mediante deshidratacion de MTF-DIF-H20 y
MTF-NIF-H20 respectivamente. Para ello el producto del LAG en agua se calent6 a
100 °C durante 2 h.

4.3.2.4. Sintesis en solucion

Cristales de MTF-NIF-2H>0, MTF-MEF, MTF-FLF y MTF-TLF se han obtenido a
partir de una solucion saturada del LAG usando etanol como disolvente. Los cristales
aparecieron después de 2 dias de lenta evaporacion a temperatura ambiente.
Cristales de MTF-NIF se han obtenido a partir de una solucion saturada del producto
del LAG usando acetato de etilo como disolvente. Los cristales aparecieron después
de 2 dias de lenta evaporacion a temperatura ambiente.

Cristales de MTF-DIF se han obtenido mediante sintesis hidrotermal. Se coloc6 una
mezcla de 0.2 mmol de MTF (25.8 mg) y 0.2 mmol de DIF (50.4 mg) en una relacion
estequiométrica 1:1, en un reactor hidrotermal con 3 mL de agua miliQ. El reactor se
sell6 herméticamente y se calent6 a 110 °C durante 24 h. Antes de abrirlo, el reactor
se dejo enfriar lentamente durante 5 horas, hasta alcanzar la temperatura ambiental.

Los cristales de MTF-DIF se separaron directamente de la solucion.
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4.3.3. Resultados y discusion
4.3.3.1. Evaluacion de la formacion de sales moleculares

Las operaciones de LAG han permitido la sintesis de las nuevas sales de MTF tipo
farmaco-farmaco de una manera eficiente, rdpida y reproducible, evitando el
sobreconsumo de tiempo y recursos.**’. Los difractogramas de PXRD de los productos
del LAG, muestran picos caracteristicos que difieren de ambos APIs, indicando asi la
formacion de nuevas fases cristalinas. Ademas, no se observan sefiales de los
componentes, por lo que las fases se consideran puras y la estequiometria utilizada en la
reaccion, correcta. Estos resultados se recogen en la figura 4.3.2 acompafiados de los
difractogramas de PXRD calculados a partir de las estrucutras cristalinas de las sales

obtenidas en este capitulo.

MTF-MEF MTF-TFL MTF-FLF
J A L_lhn‘iwu_u‘b - EXp
: M@L&A‘L‘
3 Lu.u
e
k Il Calc
2
£
Ju B AINEs
Il VTF
| L 1 1 1 s | L 1 L | s 1 s 1 s | L
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
o 26 (°)
20 MTF-NIF MTF-DIF

MTF-NIF MTF-DIF

MTF-NIF-2H,0

Intensidad (u.a)

MTF-DIF

L

LAG H20

n‘l |

10 20 30 40 10 20 30 40
26 (°) 26 (°)

Figura 4.3.2. Difractogramas PXRD de MTF, AINEs, producto de las reacciones de LAG y el

difractograma calculado a partir de las estructuras cristalinas de las nuevas sales moleculares.
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Para obtener mas informacion sobre la estructura cristalina de las nuevas fases y
poder confirmar la formacion de sales, se han obtenido cristales de los productos de las
reacciones del LAG. A su vez las estructuras cristalinas de MTF-TLF, MTF-MEF,
MTF-FLF y MTF-NIF han permitido simular un difractograma de PXRD calculado para
cada sal, que ha sido utilizado para confirmar las fases. En el caso de MTF-NIF y MTF—
DIF, el patrén de polvo calculado no coincide con el producto obtenido de la reaccion de
LAG, indicando asi la formacion de una fase intermedia o una fase hidratada. Por esta
razon, el producto del LAG de MTF, NIF y DIF, se calent6 a 100 °C durante 2 h. Después
del tratamiento térmico, el difractograma de PXRD coincide con el difractograma
calculado para la sal anhidra MTF-NIF y MTF-DIF. Para confirmar la formacion de estas
fases hidratadas durante el LAG, se han obtenido cristales de MTF-NIF-2H>0O. Sin
embargo, el difractograma PXRD calculado de MTF-NIF-2H20 vy el producto obtenido
del LAG tampoco coinciden, lo que indica la formacién de otro tipo de fase,
probablemente sales con diferentes grados de hidratacion. Para MTF-DIF,
lamentablemente no se ha podido encontrar ninguna estructura cristalina hidratada que

pueda ser comparada con la reaccion del LAG.
4.3.3.2. Analisis estructural de las sales de MTF-AINEs

Las unidades asimétricas de las sales, representadas en la figura 4.3.4, confirman
la transferencia del proton desde los grupos acidos del AINE hasta el grupo nitrogenado
basico de la MTF. El cation MTF" resultante participa en heterosintones con el anién
AINE, través de sintones guanidina---carboxilato R5(8) formando una sal
molecular.!*”!*? Estos resultados se evidencian en el mapa experimental de densidad
electrénica y en las distancias de enlace C—O del grupo carboxilato de los AINE, con
valores de ADC—O similares a los observados en sales, en el rango de 0.008-0.024 A3’
Los datos cristalograficos obtenidos para todas las sales se resumen en la tabla 4.3.2, asi
como la informacion sobre los enlaces de hidrégeno se recogen en la tabla 4.3.3 al final

de la seccion de analisis estructural.
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Figura 4.3.3. Unidad asimétrica de (a) MTF-MEF, (b) MTF-TLF, (c) MTF-NIF, (d) MTF-
NIF-H20, () MTF-DIF y (f) MTF-FLF.

4.3.3.2.1. MTF-MEF y MTF-TLF

Las sales moleculares de MTF y los acidos fenamicos (MEF y TLF) son
isoestructurales (tienen la misma estructura cristalina) e isomorfos (tienen las mismas
dimensiones de celda unidad y el mismo grupo espacial).’®! El indicie de similitud de
celda unidad IT (Ecuacion 1) de ambas estructuras cristalinas se puede calcular mediante
los parametros de celda.’®?> Ademés, los indices de similitud de PXRD para cada sal y las
desviaciones cuadraticas medias (RMSD) se calculan utilizando la herramienta de
similitud de empaquetamiento del programa Mercury '** (superposicion de 20 moléculas
y permitiendo diferencias moleculares).*®* Los resultados obtenidos de estos calculos

muestran un valor de IT de 0.003, lo que confirma la naturaleza isomorfa de las sales.
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Ademas, se observa como 20 de 20 moléculas coinciden en los pares de sales de fenamato
(similitud de PXRD: 0.986; RMSD (A): 0.131), lo que sugiere que estas sales moleculares
tienen interacciones intermoleculares idénticas y, por lo tanto, presentan el mismo

empaquetamiento cristalino.

_(a+b+0)
(@' +b'+c")

Las sales moleculares cristalizan en el grupo espacial monoclinico P21/c, con un
cation MTF" monoprotonado y un anion fenamato (MEF~ o TLF) en la unidad
asimétrica. En la sal, los iones se asocian a través del sintén R (8) construido por el grupo
COO" y la porcion de aminas terminales del cation MTF" (Figura 4.3.4). Los pares
ionicos se alinean en una cadena 1D a lo largo de la direccion (010) mediante el enlace
de hidrogeno N-H:--O (N2-H2D---O1) formado entre el grupo NHz en los cationes MTF"*
y el grupo COO™ de los aniones fenamato (Figura 4.3.4a). A lo largo de la direccion
(001), las cadenas adyacentes estan unidas mediante homodimeros R%(8) de dos pares
MTF—fenamato, relacionados por un centro de inversion, generando una estructura en
forma de cinta (Figura 4.3.4b). La estructura en capas 2D se genera gracias a las fuerzas
de apilamiento ©-- -1 que se da entre los anillos sustituidos de los iones fenamato (Figura
4.3.4¢,d). La estructura supramolecular se obtiene apilando estas capas con enlaces de
hidrogeno entre los grupos amino de MTF" y los grupos carboxilato de los fenamatos

(Figura 4.3.4c¢).
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Figura 4.3.4. (a) Fragmento de la estructura en cadena 1D en MTF-MEF. (b) Vista detallada de
la estructura en forma de cinta en MTF-MEF. Los cationes MTF" se representan como esferas y
varillas. (¢) Vista detallada del empaquetamiento de los cationes MTF" (azul) y los aniones MEF~

(verde) en MTF-MEF. (d) Par de aniones MEF-MEF apilados.

4.3.3.2.2. MTF-NIF y MTF-NIF-2H,O

MTF-NIF cristaliza en el sistema monoclinico con el grupo espacial P2i/n. La
unidad asimétrica de esta fase cristalina contiene un cation MTF" y un anion NIF-
asociados por un enlace de hidrogeno i6nico que implica las aminas terminales del cation
MTF" y el grupo carboxilato de NIF~. Como en las estructuras anteriores, los pares
16nicos adyacentes se unen mediante enlaces de hidrégeno para formar una cadena 1D (a
lo largo del eje a) (Figura 4.3.5a). Las interacciones de apilamiento @ - -7 entre los anillos
de NIF  refuerzan las cadenas (Figura 4.3.5b,c). Posteriormente, los enlaces de
hidrégeno entre los grupos amino de los cationes MTF" y los grupos carboxilato de los
aniones NIF™ generan una estructura en capas 2D (Figura 4.3.5d). Finalmente, la
estructura supramolecular se obtiene apilando estas capas (a lo largo del eje b) frente a

los grupos —CF3 de NIF~ (Figura 4.3.5e).
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Figura 4.3.5. (a) Fragmento de la estructura en cadena 1D en la estructura cristalina de MTF-
NIF. (b) Interacciones de apilamiento m---m entre aniones de NIF". (c) Estructura en forma de
cinta en MTF-NIF. Los cationes MTF" se representan como esferas y varillas. (d) Fragmento de
la estructura en capas 2D en MTF-NIF. (¢) Empaquetamiento de los cationes MTF" (azul) y los
aniones NIF ™ (verde) en MTF-NIF.

Por su parte, MTF-NIF-2H2O cristaliza en el sistema monoclinico con el grupo
espacial P21/c. La unidad asimétrica contiene un cation MTF", un anién NIF~ y dos
moléculas de agua, lo que resulta en una sal dihidratada. En la unidad asimétrica, los iones
estan conectados por enlaces de hidrogeno entre las aminas terminales del cation MTF "y
el grupo carboxilato de NIF . A diferencia de las estructuras anteriores, esta interaccion
involucra solo un 4tomo de oxigeno del grupo carboxilato de NIF R2(6). Las moléculas
de agua y los pares de iones estdn conectados por interacciones de enlace de hidrégeno
construyendo una estructura en forma de cinta que se extiende a lo largo del eje b,
ubicando los grupos —CF3 en la periferia (Figura 4.3.6a). Las interacciones adicionales
de enlace de hidrogeno entre el grupo amino terminal de MTF' y las moléculas de agua
conectan las cintas para construir una estructura en capas 2D que se extiende
paralelamente al plano bc del cristal (Figura 4.3.6b). Finalmente, la estructura
supramolecular 3D se genera apilando estas capas a lo largo del eje a frente a los grupos

—CF3 de los aniones NIF ™ (Figura 4.3.6c¢).
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Figura 4.3.6. (a) Fragmento de la estructura en forma de cinta en MTF-NIF-2H,0. (b) Vista
detallada de los huecos donde se disponen las moléculas de agua en MTF-NIF-2H,0. (c)
Empaquetamiento de los cationes MTF" (azul), las moléculas de agua (rojo) y los aniones NIF~
(verde) en la estructura cristalina de MTF-NIF-2H,0. Los cationes MTF" se representan como

esferas y varillas.

Una posible explicacion para la hidratacion de la sal MTF-NIF se obtiene del
estudio de la morfologia cristalina de MTF—NIF (Figura 4.3.7). La morfologia calculada
de MTF-NIF mediante el método Bravais—Friedel-Donnay—Harker (BFDH) incluido en
la ultima versién del software de visualizacion de estructuras Mercury,'®* demuestra
como las caras con mayor superficie expuesta, caras (—110}) (—1-10), (11 0)y (1 —10)
(correspondientes al 14.4 % de la superficie total) y las caras (1 —1-1), (1 1 -1),(— 1 —
1 1)y (=11 1) (correspondientes al 32 % de la superficie total), son aquellas que exponen
los grupos involucrados en la formacion de enlaces de hidrégeno (grupos amino de MTE"
y carboxilato de NIF"). Ademas, esta superficie expuesta coincide con la region de la
estructura cristalina donde se forman las estructuras en forma de cinta, lo que facilita que
las moléculas de agua puedan acceder y formar enlaces de hidrogeno adicionales

generando la estructura hidratada.
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Figura 4.3.7. Morfologia BFDH de MTF-NIF.

4.3.3.2.3. MTF-DIF

MTF-DIF cristaliza en el sistema monoclinico, grupo espacial C2/c, con un cation
MTF" y un anién DIF en la unidad asimétrica. Se observa la formacion de un trimero
con MTF" y dos iones DIF a través de enlaces de hidrogeno guanidina---carboxilato,
N4-H4E:--02 (3.01 A) y N5-H5B---O1 (2.96 A) R3(8) y enlaces de hidrégeno N2—
H2A---02 (2.92 A) (Figura 4.3.8a). Los trimeros se unen para construir una estructura
en forma de cinta a través de enlaces de hidrogeno N5S—H5A---02 (3.05 A) a lo largo del
eje b (Figura 4.3.8b). Un enlace de hidrogeno adicional entre los grupos amino de MTF*
y los grupos carboxilato de DIF~ genera una estructura en capas 2D que se extiende
paralela al plano bc del cristal. Los contactos C-H:--F participan en la cohesion de estas
estructuras. Finalmente, la estructura supramolecular se construye con apilamientos de
capas mediante interacciones n---m de los anillos de 2,4-difluorofenil de DIF (Figura

4.3.8¢).
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Figura 4.3.8. (a) Estructura de trimero en MTF-DIF. (b) Fragmento de la estructura en cinta en
MTF-DIF. (¢) Empaquetamiento de los cationes MTF " (azul) y los aniones DIF~ (verde) en MTF—

DIF. Los cationes MTF" estan representados como esferas y varillas.
4.3.3.2.4. MTF-FLF

Por ultimo, MTF-FLF cristaliza en el sistema triclinico, grupo espacial P-1, con
un cation MTF" monoprotonado y un aniéon FLF ™ en la unidad asimétrica. Ambos iones
se asocian con un enlace de hidrogeno a través del grupo guanidina de MTF" y el grupo
carboxilato del anion FLF~ RZ(8). Los pares adyacentes estin conectados adicionalmente
por enlaces de hidrégeno R%(8) para construir una estructura en forma de cinta que se
extiende a lo largo del eje c, ubicando los iones FLF™ en el exterior (Figura 4.3.9a). Las
estructuras en capas 2D se generan conectando cintas que involucran grupos de amina no
terminales de MTF" y grupos carboxilato de FLF (Figura 4.3.9b). La arquitectura

supramolecular 3D se construye mediante interacciones de apilamiento ©- -7 entre el
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anillo aromatico no sustituido de los aniones FLF~ que conectan capas adyacentes

(Figura 4.3.9¢,d).

Figura 4.3.9. (a) Fragmento de la estructura en forma de cinta en la estructura cristalina de MTF—
FLF. (b) Fragmento de la estructura en capas 2D en la sal molecular MTF-FLF. (c)
Empaquetamiento de los cationes MTF® (azul) y los aniones NIF~ (verde) en la estructura

cristalina de MTF-DIF. (d) Par de aniones FLF—FLF apilados.
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Tabla 4.3.2. Datos cristalograficos de las sales de MTF-AINEs.

Compuesto

Férmula
Peso molecular
Sistema cristalino
Grupo espacial
a/A
b/A
c/A
a/°
pre
v/°
VIA3
Z
Dc/g em™
F(000)
Reflexiones tomadas

Reflexiones unicas

Datos / restricciones /
parametros

Ajuste del parametro F?
Ri (1> 26(I)
wR2 (I>26(D)

MFT-MEF

Ci9H26N6O2
370.46
Monoclinico
P2i/c
15.5701(19)
8.7141(11)
16.239(2)
90
116.408(4)
90
1973.4(4)
4
1.247
792
20,802
3509

3509/0/251

1.053
0.0398
0.1153

MFT-TLF

Ci3H23CIN6O>

390.87
Monoclinico
P2i/c
15.5584(15)
8.7072(8)
16.3668(16)
90
117.919(4)
90
1959.2(3)
4
1.325
824
19,113
3452

3452/0/248

1.048
0.0477
0.1315

MFT-NIF

Ci7H20F3N70,

411.40
Monoclinico
P2i/mn
6.2011(16)
32.216(8)
9.846(3)
90
101.051(13)
90
1930.6(8)
4
1.415
856
19,888
3396

3396/0/264

1.036
0.0640
0.1758

MFT-NIF-2H20

Ci17H24F3N704

44743
Monoclinico
P2i/c
19.9296(15)
7.9245(6)
14.6836(11)
90
109.362(4)
90
2187.9(3)
4
1.358
936
17,437
3853

3853/0/288

1.026
0.0633
0.1673

MTF-DIF

Ci7H19F2Ns503
379.37
Monoclinico
C2/c
36.998(2)
6.7220(5)
15.0427(9)
90
104.981(3)
90
3614.0(4)
8
1.394
1584
18,152
3155

3155/5/258

1.037
0.0380
0.1044

MFT-FLP

C19H24FN5O»
373.43
Triclinico
P-1
8.7587(5)
10.5391(7)
10.5990(6)
90.265(2)
96.217(2)
94.624(2)
969.37(10)
2
1.279
398
14,188
3366

3366/0/248

1.068
0.0551
0.1622
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Tabla 4.3.3. Enlaces de hidrogeno presentes en las sales de MTF—AINE:s.

MTF-MEF Q)3 G\

N(2)-H(2D) --O(1)

N(4)-H(4A)--0(2)""
N(4)-H(4B):--0(2)"
N(5)-H(5A)-O(1)"
N(5)-H(5B)---O(1)"!
N(6)-H(6)+-0(2)

Operaciones de simetria:

#1 x,y+1,z #2 -x+1,y+1/2,-z+3/2  #3 -x+1,-

MTF-TLF

N(2)-HQ2E)---0(2)
N(4)-H(4A)---O(1)*!
N(4)-H(4B) --O(1)"?
N(5)-H(5A)---0(2)3
N(5)-H(5B) -O(2)"!

N(6)-H(6) +-O(1)

Operaciones de simetria:
#1xy-l,z #2 -x+1,y-1/2,-2+3/2

MTF-NIF

C(6)-H(6)--"N(7)
N(2)-H22D)---N(4)*!
N(2)-H(2E)---O(1)*!
N(2)-H(Q2E)---0(2)"!
N(4)-H(4A)--0(2)"
N(4)-H(4B)--0(1)
N(5)-H(5A)--O(1)"

Operaciones de simetria:

d(D-H)

0.86
0.86
0.86
0.86
0.86
0.86

0.86
0.86
0.86
0.86
0.86

0.86

#3 -x+1,-y,-z+1

0.93
0.86
0.86
0.86
0.86
0.86
0.86

dH:--A)

2.17
2.15
2.11
2.11
2.23
1.96

+2,-7+1

d(H:--A)

2.09
2.16
2.12
2.12
2.16

1.95

d(H:--A)

2.29
2.77
2.60
2.18
2.27
1.98

2.14

#1 x-1,y,z  #2 x-1/2,-y+1/2,z+1/2  #3 x-1/2,-y+1/2,2-1/2

d(D:--A)

2.8455(16)
2.9671(16)
2.9165(16)
2.9049(18)
2.9794(17)
2.6496(17)

dD:-:-A)

2.839(2)
2.969(2)
2.930(2)
2.911(3)
2.988(2)
2.637(2)

d(D---A)

2.883(5)
3.399(4)
3.236(4)
3.035(4)
3.063(3)
2.828(3)
2.950(3)

<(DHA)

135.4
157.9
156.1
151.8
144.9
135.7

<(DHA)

144.9
157.3
156.9
152.0
161.5

136.5

<(DHA)

121.5
131.1
131.2
174.1
153.3
167.6
156.3
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Tabla 4.3.3(cont.). Enlaces de hidrogeno presentes en las sales de MTF—AINE:s.

MTF-
NIF-H:0
N(2)-H(2D) -
N(2)-HQ2E) -
N(4)-H(4A) -
N(4)-H(4B)--
N(5)-H(5A) -
N(5)-H(5B)--

.0(3)#|
.0(4)#2
O

0(2)#3
.0(3)#4
0(2)#3

C(6)-H(6)--"N(7)

N(6)-H(6A) -
0(3)-HB3A) -
0(3)-H(3B) -
O(4)-H(4C) -
O(4)-H(4D)--

-0(1)
-0(1)
0(4)#5
-0(2)
0(2)#6

Operaciones de simetria:

d(D-H)

0.86
0.86
0.86
0.86
0.86
0.86
0.93
0.86
0.85
0.85
0.85
0.85

#1 x,-y+1/2,z+1/2  #2 -x+2,-y+1,-z+1 #3 -x+2,y+

#4 x,ytl,z #5x,-y+1/2,z-1/2 #6 -xt2,-y,-z+1

MTF-DIF

N@2)-HQA)--0(2)

N(Q2)-H2B)-
N(4)-H4E) -

N(3)#l
0(2)#1

N(5)-H(5A)-0(2)"

N(5)-H(5B)"-
C(15)-H(15)-

0(1)#1
.F(l)#S

0(3)-H(3)--0(1)

Operaciones de simetria:

#1 -x+1/2,

MTF-FLF

N(2)-H(2A)-
N(4)-H(4A)-
N(4)-H(4B)--
N(5)-H(5A)
N(5)-H(5B)-

F1/2,-7+1/2 #2 x+1/2,

.0(1)#1

-0(2)
.0(2)#2
O

'N(3)#3

Operaciones de simetria:

#1 x+1,y,z #2 -x+2,-y+1,-z+1

0.86
0.86
0.86
0.86
0.86
0.93

0.82

1/2,-z+1/2

0.86
0.86
0.86
0.86
0.86

#3 -x+2,-y+1,-z+2

dH:--A)

2.18
231
2.15
2.43
2.23
2.25
2.30
1.91
1.90
1.97
1.96
2.00

1/2,-z+1/2

d(H:--A)

2.11
243
2.16
2.20
2.17
2.57
1.81

#3 X,-y+2,z+1/2

d(H:--A)

2.11
1.95
2.07
2.01
230

d(D:--A)

2.923(3)
3.003(3)
2.915(3)
3.195(3)
3.032(4)
3.057(3)
2.893(4)
2.628(3)
2.742(3)
2.816(3)
2.808(3)
2.838(3)

dD:---A)

2.9209(15)
3.1618(17)
3.0116(15)
3.0505(18)
2.9569(17)
3.180(2)
2.5367(15)

d(D:--A)

2.866(2)
2.791(3)
2.861(3)
2.867(3)
3.152(3)

<(DHA)

145.0
138.3
147.2
148.1
156.1
155.6
120.8
139.6
170.9
170.3
171.3
166.4

<(DHA)

156.9
143.5
152.7
169.2
151.3
123.7
146.7

<(DHA)

146.6
165.6
152.6
175.5
171.3
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4.3.3.3. Estudio de las propiedades de las sales de MTF—AINEs
4.3.3.3.1. Estabilidad térmica

Para evaluar la estabilidad térmica y determinar el punto de fusion de las nuevas
fases se ha realizado un analisis mediante DSC. La figura 4.3.10 muestra las graficas de
DSC y los eventos endotérmicos que ocurren durante los experimentos, los cuales
corresponden al punto de fusion de las sales. La presencia de un solo evento endotérmico
y bien definido confirma, 1) la estabilidad de la fase por debajo del punto de fusion, ya
que no se producen transformaciones o fendmenos de disociacion y 2) la pureza de las

fases, corroborando los resultados obtenidos en PXRD.

Con la excepcion de MTF-FLF, todas los sales presentan un punto de fusiéon en un
valor intermedio al punto de fusidon de los componentes, un comportamiento habitual en
este tipo de materiales.>'* En este caso no se aprecia una correlacion positiva entre el
punto de fusion de la molécula de AINE y su fase correspondiente ya que el punto fusion
de los componentes disminuye en el orden: MEF (230 °C) > DIF (210-211 °C) > TLF
(207 °C) > NIF (204 °C) > MTF (117 °C) > FLF (110 °C) mientras que las fases siguen el
orden: MTF-MEF (201 °C) > MTF-FLF (200 °C) > MTF-TLF (182 °C) > MTF-DIF
(170 °C) > MTF-NIF (134 °C). Estos resultados demuestran que la estabilidad térmica de
MTF se mejora en todos los casos, aunque atn por debajo del punto de fusion de la
MTF-HCI comercial (231.5 °C).>’® Se debe destacar el comportamiento térmico de MTF—
FLF, cuyo punto de fusion es de 200 °C, mientras que el punto de fusion de los
componentes es de 110y 117 °C para FLF y MTF respectivamente, lo que demuestra un

aumento en la estabilidad térmica y el punto de fusién de ambos APIs de mas de 80 °C.
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Figura 4.3.10. Curvas de DSC de MTF vy las sales obtenidas. La linea punteada corresponde al
punto de fusion de MTF-HCI.

4.3.3.3.2. Estabilidad termodinamica

El estudio de la estabilidad de las sales en condiciones de envejecimiento acelerado
y en suspension acuosa, permite evaluar procesos de disociacion, hidratacion o transicion
a polimorfos. En primer lugar, las sales se almacenaron bajo condiciones de alta humedad
y temperatura (40 °Cy 75% de HR). La figura 4.3.11 muestra los difractogramas PXRD
de las sales obtenidos durante 4 meses de estudio. Bajo estas condiciones, no se observan
transiciones de fases ni cambios en la cristalinidad, por lo que se demuestra la estabilidad
de todas las fases, a excepcion de MTF-NIF, que presenta una transicion de fase parcial
en el tercer dia, con una conversion final en una semana. Esta nueva fase no coincide con
la sal MTF—NIF-2H20 ni con el producto del LAG en agua, reportados en este capitulo,
por lo que sugiere la formacion de sales con diferentes grados de hidratacion. Por su parte,
la MTF no ha podido ser estudiada, ya que bajo estas condiciones de temperatura y

humedad sufre fendémenos de licuacion.
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CONDICIONES DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO (40 °C, 75% RH)

MTF-MEF MTF-TLF MTF-FLF

IOV B 18, N W

4 Meses

| ul A i 1 Mes

| Lk,
J__LA_JAJ_L.JMA_“ o A dotio o] 2 Semanas
fidor
Ll

L Aadiwo e 1 Semana

Intensidad (u.a)
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1 Dia
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| l 1 | 1 1 1 | l |
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
28 (%) 28 (°) 26 (°)
MTF-NIF MIIF=DIF
MJ A lu o f— l L LM 4 Meses
JJ.LJMA'JJ Ju L [ L lll.uMJ.M.... 1 Mes
2 A A . b 2 Semanas
©
®
i)
% ._M_LMAAI 11T P [ L LJ.....,L 4] 1 Semana
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_MJJWA‘LJLMW,_A _LJJLJ\MMU»UJ‘M Calc
| 1 l 1 l I | 1 l l

10 20 30 40 10 20 30 40
20 (°) 20 (0)

Figura 4.3.11. Difractogramas PXRD bajo condiciones de envejecimiento acelerado.

La estabilidad termodindmica se ha evaluado mediante experimentos de slurry en
agua miliQ a 25 °C. La figura 4.3.12 muestra los difractogramas de PXRD para los
solidos, filtrados y secados al aire, después 24 horas de agitacion. En ningln caso se
aprecian cambios visibles en color o textura en las muestras. A pesar de que MTF-NIF y
MTF-DIF muestran una transicion de fase que indica baja estabilidad en solucion, MTF—

TLF, MTF-MEF y MTF-FLF permanecen estables. Los datos de SCXRD y PXRD
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confirman la formacion de la sal MTF-NIF-2H20, pero ha sido imposible determinar la
fase final de MTF-DIF tras la suspension acuosa. Curiosamente, esta fase desconocida
coincide con la fase obtenida directamente de la reaccion LAG en agua lo que sugiere la

formacion de una forma hidratada de la sal MTF-DIF.

SUSPENSION ACUOSA (25 °C)

MTF-MEF MTF-TLF MTF-FLF

Ll JEJJM.W.MM i L..J.J_W SLH,0

__L_J*L*ljtALJbULL4u~A~*~U Calc

Intensidad (u.a)

lud “ A ll e | AINE

CIP

10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
26 (%) 20 (°) 26 ()

MTF-NIF MTF-DIF

MTF-NIF-2H,0 MTF-DIF 5 1o
W Ll
h'l JMLLW SLH,0

Calc

Intensidad (u.a)

AINE

CIP

26 (°)

Figura 4.3.12. Difractogramas PXRD después de 24 horas en suspension acuosa.
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4.3.3.3.3. Estudios de solubilidad

El solapamiento de los espectros de absorcion UV-Vis de los APIs, no permiten el
uso de la espectrofotometria UV-Vis convencional para evaluar la solubilidad. Por ello,
se han realizado estudios de HPLC-UV-Vis para separar y cuantificar la concentracion
de MTF en solucioén. La mejora de la solubilidad de los AINEs se ha evaluado mediante
la normalizacion de los datos obtenidos para MTF, utilizando la estequiometria y, el peso
molecular de las sales y los componentes. Cabe sefialar que este procedimiento solo se
puede aplicar a fases estables en las que se mantenga la estequiometria MTF:AINE.
Desafortunadamente, la baja estabilidad de MTF-NIF y MTF-DIF observada en la
prueba anterior, impide que se pueda determinar su solubilidad termodindmica. Sin
embargo, se puede estudiar la solubilidad de la sal hidratada MTF-NIF-2H20 ya que ha
sido confirmada por SXCRD y PXRD.

La tabla 4.3.3 presenta los valores de solubilidad de las sales de MTF. Estos datos
muestran un aumento significativo en la solubilidad de los AINEs en comparacion con
los farmacos originales: MTF-TLF aument6 la solubilidad 111 veces, MTF-MEF 208
veces, MTF-NIF-2H20 574 veces y MTF-FLF 1110 veces. Esta mejora se debe
principalmente a la disposicion en capas de la estructura cristalina de las sales, que facilita
la disgregacion y liberacion de las moléculas al medio acuoso. Con respecto a MTF-HCl
la solubilidad de MTF disminuye en mas de 50 veces en todas las sales, ya que la
MTF-HCI presenta una solubilidad cercana a 250 mg/mL. Dado que los efectos
secundarios de la MTF son principalmente causados por la acumulacion gastrointestinal,

la reduccion de su extrema solubilidad podria ser beneficiosa para mitigar dichos efectos.

Tabla 4.3.3. Valores de solubilidad de las sales de MTF comparados con sus componentes.

Solubilidad de Solubilidad de Mejora de Solubilidad
MTF en la sal AINEs en la sal solubilidad reportada de los Refs
(mg/mL) (mg/mL) MTF-HCVAINE AINEs (mg/mL)
MTF-NIF-2H,0 5.290 11.493 0.0212x/574x <0.02 1
MTF-FLP 4.775 5.552 0.0191x/1110x <0.005 **]
MTF-MEF 3.185 5.950 0.0127x/119x <0.05 [329349]
MTF-TLF 2.740 10.397 0.0110x/208x <0.05 [**°]
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En resumen, las nuevas sales tipo farmaco-farmaco de MTF—-AINEs obtenidas en
este capitulo han logrado superar dos de los principales problemas de estos APIs. Por un
lado, se ha mejorado enormemente la estabilidad de MTF al mismo tiempo que se ha
logrado un perfil de solubilidad sobresaliente. Las sales moleculares de MTF-AINE
reportadas son menos solubles que la sal de MTF-HCI, lo que potencialmente reduce la
acumulacion intestinal, que es uno de los efectos secundarios mas comunes asociados con
el tratamiento cronico de la diabetes tipo I1. La estructura cristalina dispuesta en capas de
AINE-MTF-AINE permite que los AINEs actiien como barrera, protegiendo la molécula
de MTF del entorno, aumentando su estabilidad y disminuyendo su solubilidad. Por otro
lado, la solubilidad del AINE mejora enormemente mediante la salificacion con MTF ya
que se produce la ruptura de los robustos dimeros AINE—AINE presentes en su estructura
nativa. Esta mejora de solubilidad es un paso muy importante para incrementar la

biodisponibilidad oral de los AINEs, permitiendo reducir sus dosis y efectos secundarios.

Los resultados obtenidos en este capitulo, han derivado en la publicacién N°5 de
esta tesis doctoral “Metformin-NSAIDs molecular salts: a path towards enhanced

oral bioavailability and stability” (Pharmaceutics, 2023, 15(2), 449).
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CAPITULO 5

SALES MOLECULARES:
CAPACIDAD PARA AUMENTAR
LA CARGA DE FARMACOS EN
NANOPARTICULAS DE APATITO







5.1. Introduccion

El uso de nanoparticulas como vehiculos transportadores de farmacos ha
demostrado tener un excelente potencial para solventar problemas especificos de
diferentes APIs. 345386 En este campo, las nAp han demostrado una gran capacidad para
aumentar la biodisponibilidad, la absorcion y distribucion de fArmacos, proporcionando
una liberacion sostenida y controlada, que minimiza los efectos secundarios y la toxicidad
asociada a fendomenos de acumulacion.??%® Ademas, su tamafio nanométrico,
proporciona un area superficial extensa que, sumado a las numerosas sustituciones iénicas
en superficie, permiten la adsorcion superficial de grandes concentraciones de moléculas
organicas. Estas caracteristicas, ademds de las ya demostradas excelentes propiedades
biologicas de las nAp, han permitido su aplicacion en el transporte de fArmacos destinados
al tratamiento de enfermedades como el osteosarcoma, la osteoartritis y afecciones

6SC&S.23’203’258’279’387

Sin embargo, la solubilidad del agente incorporado en las nanoparticulas, se
presenta como un factor limitante que influye directamente en la cantidad de material que
puede incorporarse eficazmente.?**%%-3% Esta problematica, provoca que la mayoria de
farmacos de la clase I y IV del SCB sean realmente complejos de asociar con vehiculos
de transporte, ya que la concentracidon en solucion que se puede alcanzar es infima en
comparacion con la capacidad de carga soportada.!®>3%° Un enfoque novedoso, que se
presenta en este capitulo, es la combinacion de vehiculos de transporte como las nAp, con
el uso de MMFs. De este modo, la sintesis de un MMF permitira aumentar la solubilidad

del API en cuestion, incrementando la capacidad de carga del mismo.

En este capitulo se recoge una prueba de concepto que versa sobre el uso de una
nueva sal molecular tipo farmaco-farmaco de DKT (AINE) y MTF (Figura 5.1), para
operaciones de carga en nAp biomiméticas, con el objetivo final de estudiar la capacidad

del MMF para incrementar la concentracién de API incorporado en las nanoparticulas.

NH  NH 0 :
S N NH,
| H
Metformina, MTF Dexketoprofeno, DKT

Figura 5.1 Diagramas moleculares de MTF y DKT.
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5.2. Sintesis de materiales
5.2.1. Sintesis de nanoparticulas de apatito

Las nAp se obtuvieron mediante descomplejacion térmica de disoluciones
Ca?"/cit/fosfato/carbonato. En este procedimiento 50 mL de una solucién de Na2HPO4
(0.06 M) y Na2CO3 (0.1 M) se combinaron con 50 mL de una solucion de CaClz (0.1M)
y Nas(cit) (0.2 M), trabajando a 4 °C. El pH de la mezcla resultante se ajusto a 8.5 usando
HCI diluido. Inmediatamente, la solucién se llevé a un bafio de agua a 80 °C. Después de
4 horas, la suspension de nAp se llevo a una estufa a 80 °C y se dejo durante 96 horas,
dando el tiempo suficiente para la maduracion del Ap. Finalmente, las nAp se recuperaron
mediante varios ciclos de centrifugacion y lavado con agua miliQ (6 ciclos a 9.000 rpm
durante 9 minutos cada uno). El precipitado obtenido se liofilizé durante 12 horas (-50 °C

y 3 mbar).208-209
5.2.2. Sintesis de MTF-DKT

Para la sintesis de MTF-DKT se ha seguido la misma metodologia propuesta en
el capitulo 4.3, por lo que el disefio experimental de este MMF se fundamenta en la misma
revision bibliografica e interacciones ya descritas en las sales de MTF—AINEs. A su vez,
la MTF se obtuvo mediante neutralizacion de MTF-HCI con NaOH en 2-propanol (ver
metodologia en el capitulo 4.3.2.2).

La sintesis mecanoquimica de MTF-DKT se realiz6 mediante operaciones de
LAG en un molino de bolas Retsch MM2000 a una frecuencia de 25 Hz de agitacion y
temperatura ambiente. En estas operaciones, una mezcla 1:1 de MTF (0.5 mmol, 64.58
mg) y DKT (0.5 mmol, 127.145 mg), 100 pL de etanol y 2 bolas de acero inoxidable de
7 mm de didmetro, se colocaron en jarras de acero inoxidable y se agitaron durante 30
minutos. Todos los productos obtenidos, han sido analizado mediante PXRD para
determinar la formacion de un nuevo MMF, su cristalinidad y su pureza. A su vez, todas
las operaciones se han repetido varias veces para asegurar la reproducibilidad de la

reaccion.

Los cristales de¢ MTF-DKT se obtuvieron mediante evaporacion lenta (1 dia) de
soluciones saturadas del producto del LAG usando etanol como disolvente. Los cristales

se separaron cuidadosamente de la solucion y se midieron en SCXRD.
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5.2.2. Sintesis de Ap-MTF-DKT

Las nAp funcionalizadas con MTF-DKT, se obtuvieron mediante deposicion
quimica, siguiendo la metodologia descrita por F. J. Carmona et al.**' En estos ensayos
las nAp se mezclaron con una solucion acuosa de MTF-DKT, dando lugar a una
suspension acuosa de nAp. Especificamente, se combinaron 50 mg de nanoparticulas con
1 mL de solucion, con concentraciones crecientes de MTF-DKT. Las concentraciones
utilizadas para la carga de las nAp se establecieron después de evaluar la solubilidad de
la sal. Con el objetivo de poder establecer una comparacion, en lo que a concentracion de
DKT incorporado respecta, se realizaron ensayos paralelos con soluciones de DKT.
Después de 4 horas en agitacion, la suspension se liofilizé durante 24 horas (-50 °C y 3
mbar) y el precipitado solido se almacend a temperatura ambiente hasta su

caracterizacion.
5.3. Resultados y discusion
5.3.1. Evaluacion de la formacion de MTF-DKT

Para evaluar la formacion del MMF se realizaron medidas de difraccion de rayos
X de polvo. La figura 5.2 muestra los difractogramas de PXRD de DKT, MTF vy el
producto obtenido del LAG de una mezcla estequiométrica 1:1 de MTF y DKT, utilizando
etanol como aditivo liquido. Cuando se compara con los componentes de la reaccion, el
producto presenta un patron de PXRD diferente indicando la formaciéon de un nuevo
material cristalino. La ausencia de reflexiones atribuidas a MTF y DKT, indica la correcta
estequiometria de la reaccion y la conversion completa de los componentes a esta nueva
fase. Finalmente, el producto del LAG se ha utilizado para obtener monocristales que
permitan el estudio de la estructura cristalina mediante SCXRD. El difractograma de
polvo simulado a partir de esta estructura se ha utilizado para confirmar la pureza,

cristalinidad y reproducibilidad de la fase obtenida por LAG.
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Figura 5.2. Difractogramas de PXRD de MTF, DKT, del producto de la reaccion de LAG y del

difractograma simulado a partir de la estructura cristalina de MTF-DKT.

La espectroscopia FTIR es una técnica ampliamente utilizada en el estudio de nAp
ya que permite evaluar la adsorcion superficial y la internalizacion de moléculas
organicas. Pero, ademads, esta técnica complementaria a PXRD, también proporciona
informacion de valor sobre los grupos funcionales implicados en la formacion de MMFs,
lo que permite discernir entre la formacion de cocristales o sales. La figura 5.3 muestra
los espectros FTIR de DKT, MTF y el producto obtenido del LAG de una mezcla
estequiométrica 1:1 de MTF y DKT.
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Figura 5.3. Espectros FTIR de MTF, DKT y el producto de la reaccion de LAG.

DKT presenta una banda intensa y definida en 1727 cm™! correspondiente al modo
de tension asimétrica del grupo C=0 del 4cido carboxilico, ademas de una sefial en 1652
cm ! correspondiente al modo de tension del grupo C=O (cetona). En la region de 3200
cm™! se observa una banda ancha que se atribuye a los modos de tension de los grupos —
OH. Tras la reacciéon con MTF, la banda de tension asimétrica del grupo C=0 del acido
carboxilico se desplaza por completo hacia nimeros de onda mas bajas, lo que indica la
ionizacion del grupo y la posible formacion de una sal molecular. Ademas, las sefales de
los grupos C=0 y —OH se desplazan a 1653 y 3158 cm™! respectivamente indicando
cambios en los modos de vibracion debido a interacciones con otros grupos funcionales.
Al observar el espectro de MTF, se observa una serie de bandas entre 3420 y 3090 que se
atribuyen a las tensiones asimétricas y simétricas de los grupos. Ademads, se observa una
banda menos definida en 1537 cm™ asociada a los modos de flexién de los grupos —NH.
Todas estas sefiales sufren desplazamientos tras la reaccion con DKT, lo que indica la
interaccion de estos grupos funcionales. Especificamente en el espectro de MTF-DKT se

observa una banda doble caracteristica en 1574 y 1557 cm™! asociada a los modos de
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flexion de los grupos —NH. Esta doble banda no es apreciable en MTF por lo que es
distintiva de esta nueva fase, y puede ser utilizada como referencia para los estudios de

carga en nAp.
5.3.2. Estructura cristalina de MTF-DKT

Los cristales obtenidos han permitido el estudio y la determinacion estructural de
esta sal, mediante SXCRD, Estos datos confirman la transferencia de un protén del acido
carboxilicos de DKT al grupo nitrogenado basico de MTF, dando como resultado la
formacion de la sal MTF-DKT. El mapa experimental de densidad electrénica corrobora
estos resultados, que se confirman mediante el analisis de las distancias de enlace C-O
del grupo carboxilato del AINE, que mostraron valores de ADc o similares a los
observados en sales, que van desde 0.008 a 0.024 A. Los datos cristalograficos se resumen
en la tabla 5.1. La informacion sobre los enlaces de hidrégeno que se recogen en la tabla
5.2 al final de esta seccion.

Tabla 5.1. Datos cristalograficos y detalles del refinamiento de MTF-DKT

Compuesto MTF-DKT

Férmula CaoHsoN19O¢
Peso molecular 766.90
Sistema cristalino 298(2)
Grupo espacial Monoclinico
a/A P2, (4
b/A 14.059(3)
/A 9.178(2)
a/° 16.920(4)
p/° 90
y/° 112.416(7)
V/A3 90
Z 2018.3(8)
Dc/g em™ 2
F(000) 816
Reflexiones tomadas 39277
Reflexiones tunicas 7068 [R(int) = 0.0779]
Datos / restricciones / parametros 7068/1/531
Goodness-of-fit on F? 1.002

R1 (I>20(I))
wR2 (I>206(1)

0.0483,0. 1111
0.0874, 0. 1331
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MTF-DKT cristaliza en el sistema monoclinico con grupo espacial P21. La unidad
asimétrica contiene dos cationes MTF" (MTF1, MTF2) y dos aniones DKT(DKTI,
DKT?2). quimicamente equivalentes pero cristalograficamente independientes. En primer
lugar, el angulo diedro definido por el grupo guanidinio y el grupo dimetilamina es
diferente entre ambas MTF, en MTF1 este angulo es de 56.32° mientras que en MTF2 es
de 55.57°. En segundo lugar, la molécula DKT1 presenta un desorden del grupo
carboxilato, el cual se dispone en dos posiciones alternas. En la figura 5.4a se representa
la unidad asimétrica de esta sal molecular mostrando el componente del anion DKT
desordenado con mayor contribucion (66%). Las moléculas de MTF" interaccionan con
DKT™ mediante un enlace de hidrégeno electrostatico discreto que involucra los grupos
guanidinio---carboxilato, formando el heterosintén D} (2). Los pares MTF-DKT se unen
entre si mediante enlaces de hidrogenos entre los grupos amina de los cationes de MTF"
R3(8) que se establecen entorno a un eje de inversion. A su vez, las unidades asimétricas
se asocian mediante interacciones de hidrogeno adyacentes RZ(8) que involucran el
grupo carboxilo de DKT y el grupo -NH de MTF", dando lugar a cadenas onduladas que
se extienden a lo largo del eje b. En estas cadenas, las moléculas de DKT™ quedan en la
parte externa, mientras que las moléculas de MTF" se protegen en el interior (Figura
5.4b) lo cual tendra implicaciones en las propiedades fisicoquimicas de la sal. Estas
cadenas se asocian mediante interaccion CH:- -t para formar capas 2D que se extienden
paralelas al plano (1, 0, -1) del cristal (Figura 5,4c). Finalmente, estas capas se apilan
dando lugar a la estructura supramolecular 3D, que se mantiene por interacciones no

covalentes hidrofobicas débiles.
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Figura 5.4. (a) Unidad asimétrica de MTF-DKT. (b) Estructura de cadena ondulada 1D
observada en MTF-DKT. (¢) Formacion de capas 2D mediante interacciones CH:--mw entre

cadenas adyacentes. MTF" se representa en azul y DKT™ en verde.
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Tabla 5.2. Enlaces de hidrogeno presentes en MTF-DKT

MTF-DKT d(D-H) d(H--A) dD--A)  <(DHA)
N(20)-H(20A)...0(5A)"! 0.86 2.08 2.857(17) 150.4
N(20)-H(20A)...0(5B)"! 0.86 2.09 2.92(4) 163.9
N(20)-H(20B)...0(5A)* 0.86 2.16 2.865(14) 139.2
N(20)-H(20B)...0(5B)? 0.86 2.40 3.05(5) 133.0
N(22)-H(22A)...0(5A)! 0.86 2.15 2.908(17) 147.3
N(22)-H(22B)..N(51) 0.86 2.15 3.003(6) 173.8
N(25)-H(25A)...0(4A) 0.86 1.92 2.642(9) 140.3
N(25)-H(25A)...0(4B) 0.86 2.06 2.89(3) 161.5
N(25)-H(25B)...0(13)"! 0.86 2.44 3.029(6) 126.1
C(55)-H(55A)...0(32) 0.96 2.45 3.160(6) 130.6
N(1)-H(1D)...0(32) 0.86 2.05 2.892(6) 164.8
N(1)-H(1E)...O(41)" 0.86 2.42 3.100(5) 137.0
N(49)-H(49A)..N(23) 0.86 2.18 3.038(6) 173.4
N(49)-H(49B)...0(32)" 0.86 2.11 2.959(5) 169.6
N(50)-H(50A)...0(33)3 0.86 2.11 2.946(6) 162.8

Operaciones de simetria:

#1 x,y+t1,z #2 x+2,y+1/2,-z+1 #3 x,y-1,z

5.3.3. Estudio de las propiedades de MTF-DKT
5.3.3.1. Estabilidad térmica y termodinamica de MTF-DKT

Para evaluar la estabilidad térmica y determinar el punto de fusion de MTF-DKT
se ha realizado un andlisis mediante DSC. La figura 5.5a muestra las curvas de DSC y
los eventos endotérmicos que se producen durante el experimento, los cuales
corresponden al punto de fusién del material. La presencia de un solo evento endotérmico
bien definido confirma la estabilidad de la sal por debajo del punto de fusion, ya que no
se producen transformaciones o fendémenos de disociacion, y la pureza de la fase,
corroborando los resultados obtenidos en PXRD. En este caso especifico, MTF-DKT
presenta un punto de fusién de 152.9 °C, un valor que indica una notable mejora de la
estabilidad térmica de ambos APIs llegando a duplicar la temperatura de fusion de DKT

(75 °C).
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Figura 5.5 (a) Curvas de DSC. (b) Difractogramas de PXRD de MTF-DKT en condiciones de
envejecimiento acelerado y (c) en suspension acuosa (Buffer PBS pH 6.8 y KC1 pH 1.2).

Siguiendo el flujo de trabajo, la estabilidad de MTF—DKT se ha evaluado en
condiciones de envejecimiento acelerado, para descartar procesos de disociacion,
hidratacion o transicion a polimorfos. Para ello,b MTF-DKT ha sido expuesta a
condiciones de alta humedad y temperatura (40 °C y 75% de HR) durante 4 meses. La
figura 5.5b muestra los patrones de PXRD de la sal bajo estas condiciones. Al igual que
en el capitulo anterior, MTF no ha podido ser evaluada, ya que su baja estabilidad y su
alto grado de higroscopicidad se traducen en fendmenos de licuacion en las primeras
horas de exposicion. Sin embargo, el proceso de salificacion con DKT confiere a MTF
una excelente proteccion contra la humedad. La estabilidad general de la nueva sal se
demuestra por la ausencia de cambios en el difractograma de PXRD o cambios en la

intensidad del mismo (cambios en la cristalinidad).

Por su parte la estabilidad termodindmica de MTF-DKT se ha evaluado mediante
experimentos de s/urry en suspensiones acuosas (PBS pH 6.8 y KCl pH 1.2) a 25 °C. La
figura 5.5¢ muestra los difractogramas de PXRD para los sélidos, filtrados y secados al
aire, después 24 horas de agitacion. En ningun caso se aprecian cambios visibles de color
y textura. Tampoco se observan cambios en los difractogramas que puedan estar
asociados con transiciones de fases, o fenomenos de hidratacion, lo que indica que la

nueva sal molecular obtenida, es estable en solucion acuosa.
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La mejora de estabilidad general con respecto a MTF, se debe al ordenamiento
molecular en la estructura cristalina. Como se ha estudiado en el apartado anterior, MTF—
DKT se dispone formando cadenas infinitas, formadas por moléculas de DKT en el
exterior y moléculas de MTF en el interior. Esta disposicion permite que las moléculas
de DKT actien como cubierta protectora que protege a MTF del ataque de moléculas de
agua y otros agentes en el medio. Ademas de ofrecer una gran resistencia frente a la
humedad, los resultados de DSC han demostrado una gran mejora de estabilidad térmica
frente a ambos APIs. El elevado punto de fusion de esta fase es una consecuencia la
intrincada red de puentes de hidrégenos que conectan las moléculas de MTF y DKT en
la estructura cristalina. Estos resultados ya han sido observados en diferentes materiales
MMFs presentados en esta tesis, lo que demuestra el gran potencial de este tipo de sélidos

farmacéuticos.
5.3.3.2. Solubilidad y perfil de disolucion de MTF-DKT

Teniendo en cuenta el objetivo de este capitulo, los estudios de solubilidad se
centran en la cuantificacion de DKT, ya que MTF presenta una excelente solubilidad, por
lo que no supone un factor limitante para la carga de nanoparticulas. El perfil de
disolucion y la solubilidad en equilibrio de DKT se han evaluado condiciones fisioldgicas
relevantes en la adsorcion y el metabolismo de fArmacos (solucion acuosa buffer PBS pH
6.8 y KCl pH 1.2). La tabla 5.1 muestra los valores de solubilidad de MTF-DKT y DKT
obtenidos por HPLC. Todos los valores de absorbancia se han tomado en el maximo de

absorbancia de DKT, 260 nm.

Tabla 5.3. Concentracion de DKT (mg/mL) en su forma nativa y en la sal de MTF-DKT.

(mg/mL) DKT DKT en MTF-DKT
1 0.06 0.21 1 98.15 377.61
3 0.09 0.23 3 148.36 469.13
6 0.10 0.24 6 168.33 566.84
10 0.10 0.22 10 168.62 567.80
30 0.10 0.23 30 150.32 483.90
60 0.10 0.21 60 161.87 455.30
120 0.10 0.21 120 160.97 456.07
1440 0.10 0.21 1440 161.43 456.43
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El valor de solubilidad termodindmica de DKT en PBS pH 6.8 es de 0.21 mg/mL,
lo cual est4 acorde a lo reportado en la bibliografia confirmando la validez del método.**"
39 Por su parte, la concentracién de DKT en solucion acuosa PBS pH 6.8, alcanzada por
la sal MTF-DKT es de 456 mg/mL, lo que supone una mejora 2150 veces con respecto a
DKT. En una solucion KCI1 pH 1.2, se han obtenido valores de solubilidad de 0.1 mg/mL
para DKT, mientras que la sal permite alcanzar concentraciones de 161 mg/mL
multiplicando la solubilidad en pH acido 1600 veces. Se debe destacar, que la forma del
perfil de disolucion es similar en DKT y MTF-DKT, ya que ambos muestran un
comportamiento de spring-parachute, con una sobresaturacion en los primeros minutos.
En la sal, este fendmeno permite alcanzar concentraciones pico de DKT de 567 y 168
mg/mL en pH 6.8 y 1.2 respectivamente. Estos resultados muestran una solubilidad de la

sal excepcional, que permite incrementar enormemente la concentracion de DKT en

solucion y en consecuencia la biodisponibilidad del fAirmaco.

Esta gran mejora de solubilidad también es una consecuencia de la disposicion de
los APIs en la estructura supramolecular de la sal ya que las moléculas de MTF se
disponen en el interior de las cadenas onduladas DKT-MTF. La mayor solubilidad de
MTF facilita la disgregacion de dichas cadenas y la liberacion de las moléculas de DKT
al medio. La presencia de MTF en el interior de las cadenas produce la disrupcion de los
dimeros de DKT:DKT fuertemente unidos en su estructura nativa, potenciando la

solubilidad.

Aunque la cuantificacion no se centra en MTF, la estabilidad termodinamica
demostrada en el apartado anterior permite estimar la solubilidad de MTF en estos
ensayos, teniendo en cuenta el peso molecular de MTF y la estequiometria 1:1 de la sal.
En solucion acida KCI1, MTF alcanza una concentraciéon de 54 mg/mL, mientras que en
PBS, se alcanza concentraciones en equilibrio de 150 mg/mL, y una concentracion pico
de 191 mg/mL. Estos valores son comparables a la solubilidad de MTF-HCIl en
condiciones fisiologicas, sin embargo, en MTF—DKT se produce la sustitucion de iones

CI” por un API con actividad terapéutica intrinseca.
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5.3.4. Nanoparticulas de apatito dopadas con MTF-DKT

La ruta mas comun para la obtencion de nAp dopadas, se basa en la incorporacion
in situ del agente dopante durante el proceso de sintesis de las nanoparticulas en un esayo
one-pot. Esta metodologia se ha llevado acabado en los capitulos 3.1 y 3.2 para el
desarrollo de nAp funcionalizadas con moléculas de citrato y dopadas con iones
metalicos. Sin embargo, en este capitulo la incorporacion de DKT vy, principalmente,

MTF-DKT se antoja mas compleja por una serie de consideraciones.

Las nAp utilizadas para este estudio, se obtienen mediante descomplejacion
térmica de soluciones Ca?®*/cit/fosfato/carbonato a 80 °C. La incorporacién de citrato en
las nAp, proporciona un caracter biomimético que mejora las propiedades biologicas del
material y afiade grupos funcionales en superficie que ayudan a la adsorcion de otras
moléculas durante el dopaje. Sin embargo, la presencia de citrato en el medio de reaccion,
también representa una competencia para DKT en la formacion de sales con MTF. Esto
ha sido demostrado en trabajos paralelos ajenos a esta tesis, mediante la formacion de la
sal MTF—citrato.>* Ademas la naturaleza basica fuerte de la MTF provoca que esta
molécula sea muy reactiva y propensa a la salificacion ya sea con contraiones organicos
o inorgénicos. Por ltimo las altas temperaturas utilizadas durante la sintesis de las nAp
(80°C) son perjudiciales para moléculas organicas termolabiles como MTF, la cual ha
demostrado ser muy inestable bajo condiciones de alta humedad y temperatura. En
definitiva la incorporacion de MTF y DKT, ya sea como agentes libres o en la fase MTF—
DKT, no es viables para un dopaje one-pot de las nAp, ya que se afectaria gravemente a
la formacion y la estabilidad de la sal MTF-DKT, a las propiedades de las nAp

sintetizadas y al rendimiento de carga de las mismas.

Una metodologia alternativa que permite evitar estos problemas y maximizar la
carga de DKT, es la propuesta por F. J Carmona et al*®' Estos autores proponen la
funcionalizacion postsintesis de nanoparticulas, mediante precipitacion quimica. Esta
metodologia, evita alterar las propiedades de las nanoparticulas, pero ademas evita la
pérdida de rendimiento de dopaje debido a los ciclos de lavado de las nanoparticulas. De
esta manera se garantiza un maximo rendimiento de carga, ya que toda la cantidad de
agente dopante permanece ligada a la superficie de las NPs y/u ocluida en el material. En
un ensayo tipico, se prepara una solucion acuosa de la molécula que se desea incorporar.

A esta solucion se le afiade una determinada cantidad de nanoparticulas, formando una
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suspension que es agitada. Finalmente, tras la agitacion y homogenizacién de la
suspension, se produce la precipitacion quimica del dopante sobre las nanoparticulas
mediante liofilizacion de la suspension. Esta metodologia permite obtener una gran
eficiencia de carga, siempre que la molécula en cuestion tenga la solubilidad acuosa

necesaria para alcanzar dicha concentracion.

Siguiendo esta propuesta, el primer paso en el estudio de carga de DKT y MTF—
DKT es realizar un cribado para identificar la cantidad maxima de agente dopante que
soportan las nAp. 50 mg de nAp se han mezclado con 1 mL de soluciéon con
concentraciones crecientes de DKT y MTF-DKT. Tras 4 horas de agitacion, la
suspension es liofilizada y analizada mediante PXRD. La figura 5.5a muestra los
difractogramas PXRD de Ap-MTF-DKT obtenidos en un rango de concentraciones de 1
a 50 mg/mL. La coprecipitacion de las nAp con el agente dopante en fase cristalina indica
que se ha superado el limite de carga en las nAp, y por lo tanto, el producto es una mezcla

de fases de Ap-dopado y dopante en exceso.
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Figura 5.6. Difractogramas PXRD de las muestras Ap-MTF-DKT.
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A concentraciones inferiores a 25 mg/mL de MTF-DKT, los difractogramas
muestran las reflexiones fundamentales del Ap (PDF 01-1008), 26 =25.87° (plano (002)),
31.77° (211), 32.19° (112), 32.90° (300), 33.9° (202) y 39.81° (310). Ademas, el
tratamiento de precipitaciéon quimica por liofilizaciéon no afecta a la cristalinidad o el
tamafio nanométrico de las nAp, ya que no se aprecian cambio significativos en su patrén
de polvo. Cuando se utiliza una concentracion de 25 mg/mL de MTF-DKT se observa la
aparicion de sefiales de poca intensidad que se corresponden con MTF-DKT. Estas
sefales se hacen mucho mas evidentes cuando se aumenta la concentracion a 50 mg/mL
ya que se produce la precipitaciéon masiva de la sal en fase cristalina. Paralelamente, y
con el objetivo de descartar la precipitacion amorfa MTF-DKT, se ha realizado el mismo
protocolo utilizando soluciones de MTF—DKT en ausencia de nAp. El patron de polvo de
la liofilizacion de una solucion de 5 mg/mL de MTF-DKT se representa en figura 5.5a.
Estos resultados indican que la concentracion maxima de MTF-DKT aceptada por las
nAp es de 20 mg/mL. Esta concentracion representa un 28.57% en peso respecto a la
cantidad total de precipitado (nAp+dopante). En este caso, el agente dopante es un MMF,
por lo que para comparar la cantidad de carga de DKT con el API de referencia, se debe
tener en cuenta que DKT presenta una participacion en peso del 66.3% en el conjunto
MTF-DKT, por lo tanto, la concentracion maxima de DKT (en fase sal) incorporada en
las nAp es de 13.26 mg/mL, un 18.95 %w/w. Todos los valores de concentraciones
utilizados en estos ensayos, asi como sus respectivos porcentajes en peso se recogen en

la tabla 5.4.

Tabla 5.4. Concentracion de DKT y MTF-DKT (mg) en 1 mL de suspension de nAp (50 mg).

DKT % wiw MTF-DKT % wiw DKT en MTF—DKT % wiw
0.1 0.20 1 1.96 0.66 1.30
0.2 0.40 5 9.09 3.32 6.03
— — 10 16.67 6.63 11.05
— — 15 23.08 9.95 15.30
— — 20 28.57 13.26 18.95
— — 25 33.33 16.58 22.10
— — 50 50.00 33.16 33.16

Por su parte, la limitada solubilidad acuosa de DKT solo permite alcanzar una
concentracion maxima de 0.2 mg/mL, un valor que representa un 0.4 % del peso total de
las nAp-DKT, y que es 66 veces inferior a los 13.26 mg/mL de DKT que es capaz de
incorporar la sal MTF-DKT. Como es de esperar, a estas concentraciones no se produce

la precipitacion cristalina de DKT, puesto que no se ha alcanzado la saturacion de las
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nAp. Estos resultados no se representan en la figura 5.6 ya que todos los difractogramas

asociados al dopaje de DKT se corresponden con la fase Ap.

Una vez se ha establecido el limite de carga de las nAp, se debe confirmar la
presencia del agente dopante en las mismas. En este contexto, el uso de un MMF
multiplica los posibles escenarios ya que las nanoparticulas pueden ser dopadas por 1)
DKT, 2) MTF, 3) DKT y MTF como moléculas libres y 4) la sal MTF-DKT en su
conjunto, manteniendo las interacciones no covalentes. La espectroscopia FTIR permite
estudiar las interacciones entre grupos funcionales, confirmando la adsorcion de

moléculas discretas de DKT, MTF o la sal MTF-DKT.

Al igual que en PXRD, el bajo porcentaje de carga de DKT imposibilita su
deteccion mediante FTIR. Por su parte la figura 5.7 muestra los espectros IR de las
nanoparticulas cargadas con MTF-DKT. En todas las concentraciones se observan las
sefiales caracteristicas del nAp en la region 400-1800 cm!, incluyendo la tension
asimétrica de los grupos PO4>~ (V3PO4) en la regién 1000-1100 cm ™!, la tension simétrica
v1PO4 2 958-960 cm™!, y los modos de flexién v4POs a 608 y 1564 cm ™' y v2PO4 a 470
cm !, La presencia de grupos carbonato (CO3*") se confirma por las bandas localizadas a
1414 cm™'y 1473 cm™! (v3C03), y a la banda intensa a 873 cm™! (vV2CO3). Ademas de las
sefales del Ap, se observan las senales caracteristicas de MTF-DKT, un doblete
caracteristico en 1574 y 1557 cm™' de los grupos —NH, y la banda en 1653 cm™
correspondiente al modo de tension del grupos C=O (cetona).La ausencia de la banda
intensa y definida en 1727 cm™! correspondiente al modo de tensién asimétrica del grupo
C=0 del 4cido carboxilico de DKT descarta la incorporacion de moléculas de DKT en su
forma libre. Estas sefiales son observables desde una concentracion de 5 mg/mL y crecen
en intensidad conforme se aumenta la concentracion de sal incorporada. Cuando se
alcanza la saturacion de las nAp (>25 mg/mL), la intensidad de las sefales del Ap
disminuyen en relacion a las sefiales de la sal debido a la mezcla de fases. Esta evidencia
certifica que las moléculas de MTF-DKT se encuentran adsorbidas en la superficie, o

bien en el interior de las nAp agregadas.

La incorporacion de la sal en su conjunto es otro motivo que permite explicar la
gran capacidad de carga de DKT cuando se compara con el API nativo. Se ha demostrado
que la presencia de grupos idnicos cargados negativamente, dota a las nAp de una gran

afinidad por moléculas nitrogenadas como la MTF.3°! Esta afinidad por el Ap y a su vez
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la tendencia a formar sales con DKT, permitiria a MTF actuar de molécula puente entre
las nAp y el DKT, permitiendo una capacidad de carga de DKT muy alta. Esto supone
una ventaja adicional en el uso de MMF para aumentar el limite de carga y es que, aparte
del aumento de carga de DKT, la sal también permite incorporar otro agente terapéutico

como la MTF.
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Figura 5.6. Espectros FTIR de las muestras Ap-MTF-DKT.

Por ultimo, y con el objetivo de evaluar cambios morfoldgicos en las nAp que
puedan estar asociados al proceso de precipitacion quimica se ha realizado un andlisis
detallado mediante SEM. La figura 5.7. muestras las imagenes tomadas para muestras de
Ap y Ap-MTF-DKT obtenida con concentraciones de 10, 20 y 50 mg/mL, asi como para
el precipitado cristalino de una soluciéon de 5 mg/mL MTF-DKT. Las imagenes muestran
nAp con una morfologia homogénea y tipica del apatito biomimético obtenido por
descomplejacion térmica (capitulo 3.1). Las nAp presentan un tamafio inferior a 50 nm,

aunque se observa la formacién de aglomerados de mayor tamaiio.
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La funcionalizacioén de las nAp con MTF-DKT por debajo de la concentracion de
carga maxima, no produce cambios observables en lo que a morfologia y tamafio de las
nAp respecta. Cuando se aumenta la concentracion por encima de la capacidad de carga
se observan grandes cristales de la sal junto con a nAp. Cabe destacar que, aunque PXRD
y FTIR confirman la presencia de la fase MTF-DKT en las nAp, los cristales que
observados de MTF-DKT crecidos en presencia de nAp, presentan menor tamafio y una
morfologia elongada, formando agujas prismaticas, que se diferencian de los cristales
precipitados en ausencia de nAp, los cuales se caracterizan por un tamano de particula
mayor y una morfologia prismatica, cercana a la formacion de bloques. Estas imagenes
no solo confirmar la deposcion de la sal sobre las nAp, si no que ademas demuesta que el
proceso de carga es indcuo para las propiedades biomiméticas de las nAp obtenidas por

descomplejacion térmica.

MTF-DKT 5mg/mL

)

i

: y
B g

Figura 5.6. Imdgenes SEM de las muestras Ap, MTF-DKTiomg/mr, Ap-MTF-DKT omg/mr, Ap-
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En resumen, este capitulo recoge los estudios preliminares de una prueba de
concepto que estudia el potencial de los MMFs para aumentar el limite de carga en
nanoparticulas de firmacos cuya solubilidad se presenta como un factor limitante. Se debe
tener en cuenta que, este enfoque no se limita al uso de nAp, cominmente enfocadas en
el entorno 6seo, sino que es aplicable a otro tipo de materiales, ya sean nanoparticulas,
superficies, andamios poliméricos, liposomas, etc. Especificamente, la formacion de la
sal molecular MTF-DKT ha permitido una carga 50 veces superior a la obtenida por DKT
en su estado nativo. Este hecho provoca que la solubilidad de DKT deje de ser un factor
limitante, siendo ahora el propio area superficial de las nAps lo que establece el limite de
carga. La concentracion de MTF-DKT necesaria para saturar las nAp, se corresponde
con el 3% de la solubilidad total de la sal (= 600 mg/mL), lo que permite el uso de

materiales que acepten mayores cantidades de agente dopante.
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Conclusiones






CONCLUSIONES

Esta Tesis Doctoral se marcd como objetivo general disefar, sintetizar y estudiar
las propiedades de nuevos materiales multicomponente con apatitos nanocristalinos y
cocristales farmacéuticos antiinflamatorios. El trabajo realizado ha permitido obtener
materiales organicos e inorganicos, ademas de combinar ambos en un enfoque innovador
que aumenta el limite de carga de fArmacos con baja solubilidad sobre nanoparticulas de
apatito. Estos materiales poseen propiedades hibridas aplicables en biomedicina, con

particular importancia en bioimagen, regeneracion 0sea y administracion de farmacos.
Las conclusiones generales se exponen a continuacion:

1. El método de descomplejacion térmica de disoluciones Ca?"/Tb**/cit
/fosfato/carbonato ha permitido preparar nanocristales de Tb***cit-nAp con un contenido
maximo de ~12.8% en peso de Tb**. La luminiscencia del material (particularmente la
R.L.I.) aumenta con el contenido de Tb*" y no varia apreciablemente con los cambios de
pH, fuerza iénica y temperatura. Las Tb>"cit-nAp no presentan citotoxicidad frente a las
lineas celulares carcinogénicas A375, MCF7 y Hela, ni frente a fibroblastos. La
luminiscencia verde de las nanoparticulas, observadas tras su captacion e internalizacion
celular, ha permitido su localizacion mediante citometria de flujo y microscopia confocal

de fluorescencia, demostrando asi su potencial para aplicaciones en bioimagen.

2. El método de transformaciéon en una etapa mediante la técnica hidrotermal ha
permitido la transformacion completa de CaCOs biogénico (calcita), extraido de la concha
de ostra de la especie Crassostrea gigas, en nano-microparticulas de apatito dopadas con
Mn?*, Co*" y Mg?" a temperaturas no superiores a 200 °C. La incorporacion de iones
COs?" en su estructura, asi como el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas denotan
su caracter biomimético. Esto subraya la capacidad de esta estrategia de reciclaje y
economia circular para obtener materiales de interés biomédico a partir de desechos como
las conchas de moluscos. Los ensayos in vitro de las nanoparticulas han demostrado una
alta citocompatibilidad frente a dos lineas celulares murinas, MS1 (células pancreéticas

endoteliales) y m17.ASC (células madre mesenquimales) asi como, la capacidad de
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modular la actividad génica y enzimatica de factores clave implicados en la diferenciacion

osteogénica de células madre m17.ASC.

3. El método de difusion de vapor en microgotas ha posibilitado la sintesis de
nanocomposites de apatito con ldminas multicapa de grafeno y 6xido de grafeno. La
funcionalizacion de las ldminas con aminodacidos y citrato ha favorecido la precipitacion
heterogénea del nAp sobre las laminas. Los nanocomposites muestran una mejora en las
propiedades mecanicas cuando se compara con el apatito. Los ensayos bioldgicos han
demostrado la biocompatibilidad de los nanocomposites frente células madre
mesenquimales murinas m17.ASC a dosis bajas (hasta 0.1 pg/mL), mientras que a dosis
elevadas los nanocomposites empeoran la viabilidad celular. La incorporacién de Tb** en
las formulaciones dota a los composites de propiedades luminiscentes, con R.L.I
proporcional al contenido de Tb*", el cual a su vez depende del tipo de biomolécula usado
para funcionalizar las superficies, disminuyendo éste en el orden L-Arginina >L-Alanina
>L-Aspéartico>Citrato. Sin embargo, la incorporacién de Tb*" disminuye la viabilidad
celular frente a los composites no dopados. Estos resultados permiten elegir las
condiciones Optimas para fabricar composites con propiedades mixtas, mecanicas y

bioldgicas y/o luminiscentes equilibradas para aplicaciones en ingenieria del tejido 6seo.

4. Se han obtenido 4 cocristales de etenzamida utilizando polifenoles isoméricos
como moléculas coformadoras. En sus estructuras cristalinas, la introduccion de las
moléculas de polifenol ha permitido aumentar la distancia de separacion entre dimeros de
etenzamida, lo que se traduce en una mejora de la solubilidad en comparacion con el
farmaco nativo. Sin embargo, también implica una menor estabilidad térmica y la

disociacion de los cocristales bajo condiciones fisiologicas.

5. Se han obtenido 8 sales moleculares tipo farmaco-fArmaco de ciprofloxacino con
farmacos antiinflamatorios no esteroideos. La formacion de sales ha permitido mejorar la
solubilidad de ciprofloxacino y los farmacos antiinflamatorios, mejorar la estabilidad
térmica de los farmacos antiinflamatorios e incrementar la eficiencia antibiotica de
ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, reduciendo la dosis

necesaria para conseguir un efecto inhibitorio similar al ciprofloxacino nativo.
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6. Se han obtenido 7 sales moleculares tipo farmaco-farmaco de metformina con
farmacos antiinflamatorios no esteroideos. La estructura cristalina dispuesta en capas crea
una barrera de moléculas de farmacos antiinflamatorios que protegen a la metformina del
entorno mejorando su estabilidad general. Las sales moleculares reportadas son mucho
mas solubles que los antiinflamatorios, pero menos solubles que la sal comercializada
metformina-HCI, lo que potencialmente reduciria la acumulacion intestinal, uno de los
efectos secundarios mas comunes del tratamiento cronico de la diabetes tipo II. La
formacion de sales produce la disrupcion de los dimeros de moléculas de los farmacos
antiinflamatorios, observados en las estructuras nativas, mejorando enormemente su

solubilidad.

7. Para la obtencion de materiales hibridos Apatito-Cocristal se ha desarrollado una
nueva sal molecular tipo farmaco-fairmaco de metformina con dexketoprofeno que
presenta una solubilidad acuosa elevada, alcanzando valores pico de dexketoprofeno de
567 y 168 mg/mL en pH 6.8 y 1.2 respectivamente, lo que supone una mejoria de 2150 y
1600 veces la solubilidad del farmaco. Cumpliendo el objetivo principal de esta Tesis, se
ha propuesto un enfoque novedoso que se apoya en el uso de materiales
multicomponentes farmacéuticos, para aumentar el limite de carga de dexketoprofeno en
nanoparticulas de apatito. El uso de la sal molecular metformina-dexketoprofeno ha
permitido una carga 50 veces superior a la obtenida por el farmaco dexketoprofeno, lo
que provoca que su solubilidad deja de ser un factor limitante en el proceso de carga,
siendo ahora la propia area superficial de las nanoparticulas la que establece el limite de

carga.
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CONCLUSIONS

The general objective of this doctoral thesis was to design, synthesize and study
the properties of new multicomponent materials with nanocrystalline apatite and anti-
inflammatory pharmaceutical cocrystals. The work has yielded organic and inorganic
materials, as well as combining both in an innovative approach that increases the loading
limit of drugs with low solubility on apatite nanoparticles. These materials possess hybrid
properties applicable in biomedicine, with particular relevance in bioimaging, bone

regeneration and drug delivery.
The general conclusions are set out below:

1. The thermal decomplexation method of Ca®"/Tb*'cit/phosphate/carbonate
solutions has allowed the preparation of Tb**:cit-nAp nanocrystals with a maximum Tb**
content of ~12.8 wt.%. The luminescence of the material (particularly the R.L.I.)
increases with Tb®" content and does not vary appreciably with changes in pH, ionic
strength and temperature. The Tb*':cit-nAp do not show cytotoxicity towards the
carcinogenic cell lines A375, MCF7 and HelLa, nor fibroblasts. The green luminescence
of the nanoparticles, observed after cellular uptake and internalization, has allowed their
localization by flow cytometry and confocal fluorescence microscopy, thus

demonstrating their potential for bioimaging applications.

2. The one-step transformation method using the hydrothermal technique has
allowed the complete transformation of biogenic CaCOs (calcite), extracted from the
oyster shell of the species Crassostrea gigas, into apatite nano-microparticles doped with
Mn?*, Co?" and Mg?" at temperatures no higher than 200 °C. The incorporation of CO3*"
ions in their structure, as well as the size and morphology of the nanoparticles, denote
their biomimetic character. This underlines the capacity of this recycling and circular
economy strategy to obtain materials of biomedical interest from waste such as mollusk
shells. In vitro tests of the nanoparticles have demonstrated high cytocompatibility against
two murine cell lines, MS1 (pancreatic endothelial cells) and m17.ASC (mesenchymal
stem cells) as well as the ability to modulate the gene and enzyme activity of key factors

involved in the osteogenic differentiation of m17.ASC stem cells.
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3 The sitting drop vapour diffusion method has enabled the synthesis of apatite
nanocomposites with multilayer graphene and graphene oxide flakes. The
functionalization of the flakes with amino acids and citrate has favored the heterogeneous
precipitation of nAp on the flakes. The nanocomposites show improved mechanical
properties when compared to apatite. Biological assays have demonstrated the
biocompatibility of nanocomposites against m17.ASC murine mesenchymal stem cells at
low doses (up to 0.1 pg/mL), while at high doses nanocomposites worsen cell viability.
The incorporation of Tb*" in the formulations endows the composites with luminescent
properties, with R.L.I proportional to the Tb** content, which in turn depends on the type
of biomolecule used to functionalize the surfaces, decreasing in the order L-Arginine >L-
Alanine >L-Aspartic>Citrate. However, the incorporation of Tb*" decreases cell viability
compared to undoped composites. These results allow for choosing the optimal conditions
to manufacture composites with mixed mechanical and biological and/or luminescent

balanced properties for applications in bone tissue engineering.

4. Four ethenzamide cocrystals have been obtained using isomeric polyphenols as
coformer molecules. In their crystalline structures, the introduction of the polyphenol
molecules has increased the separation distance between ethenzamide dimers, resulting
in improved solubility compared to the native drug. However, it also implies lower

thermal stability and dissociation of the cocrystals under physiological conditions.

5. Eight drug-drug molecular salts of ciprofloxacin have been obtained with non-
steroidal anti-inflammatory drugs. The formation of salts has improved the solubility of
ciprofloxacin and the anti-inflammatory drugs, improved the thermal stability of the anti-
inflammatory drugs, and increased the antibiotic efficiency of ciprofloxacin against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, reducing the dose required to achieve an

inhibitory effect similar to that of native ciprofloxacin.

6. Seven drug-drug molecular salts of metformin with non-steroidal anti-
inflammatory drugs have been obtained. The layered crystalline structure creates a barrier
of anti-inflammatory drug molecules that protect metformin from the environment,
improving its overall stability. The reported molecular salts are much more soluble than
the anti-inflammatory drugs, but less soluble than the marketed salt metformin-HCI,
potentially reducing intestinal accumulation, one of the most common side effects of
chronic type II diabetes treatment. Salt formation results in the disruption of the anti-
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inflammatory drug molecule dimers observed in native structures, greatly improving their

solubility.

7. To obtain Apatite-Cocrystal hybrid materials, a new drug-drug molecular salt of
metformin with dexketoprofen has been developed which presents a high aqueous
solubility, reaching dexketoprofen peak concentrations of 567 and 168 mg/mL at pH 6.8
and 1.2 respectively, which represents a 2150 and 1600 fold improvement in the solubility
of the drug. Fulfilling the main objective of this Thesis, a novel approach relying on the
use of pharmaceutical multicomponent materials has been proposed to increase the
loading limit of dexketoprofen on apatite nanoparticles. The use of the molecular salt
metformin-dexketoprofen has allowed a loading 50 times higher than that obtained by the
drug dexketoprofen, which means that its solubility is no longer a limiting factor in the
loading process, being now the surface area of the nanoparticles itself the one that

establishes the loading limit.
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