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Resumen

El uso de farmacos proteicos ha demostrado ser una aproximacion terapéutica enormemente exitosa que ha
revolucionado el tratamiento de diversas enfermedades, como el cdncer, el VIH y por supuesto, la diabetes.
Sin embargo, sigue presentando retos por su baja estabilidad cuando estas biomoléculas se almacenan, a largo
plazo, en disolucién acuosa. Los fendémenos responsables de esta pérdida de su actividad biolégica son tanto
fisicos (desnaturalizacién, agregacién, adsorcion a las superficies del contenedor de almacenamiento, etc.)
como quimicos (degradacion, deaminacién, etc.). Ademas de la pérdida su identidad bioldgica, los productos
finales de los procesos de degradacién pueden dar lugar a respuesta inmune cuando son dados al paciente
con el consiguiente riesgo para su salud. Todo ello, reduce de forma drastica la utilizacion generalizada de
farmacos proteicos cuyos resultados in vivo han demostrado ser excelente.

El presente trabajo presenta una nueva metodologia en la sintesis de complejos proteina — nanoparticula que
permite regular a discrecidn la cantidad de proteina por unidad de masa de nanoparticula. Para ello, su utilizan
una serie de polimeros cargados (polielectrolitos) para estabilizar la superficie de la nanoparticula (de silice,
SiO2, 0 magnetita, Fes0.) y evitar su agregacién. El polielectrolito utilizado es de signho opuesto a la proteina
que se pretende adsorber. Ajustando las concentraciones relativas de nanoparticula (recubierta de
polielectrolito, NP@PE), proteina y polielectrolito libre (en exceso) es posible ajustar la cantidad de
biomolécula unida al complejo final. La cantidad de ligando finalmente unido al complejo nanoparticula —
polielectrolito, NP@PE, es independiente de la cantidad de nanoparticula (silice o magnetita) y depende
exclusivamente de la relacién de concentraciones de proteina y polielectrolito. En otras palabras, la cantidad
final de biomolécula adsorbida por unidad de masa de nanoparticula aumenta linealmente con la cantidad de
polielectrolito en exceso utilizado en la sintesis.

Las implicaciones de los resultados presentados en este Trabajo Fin de Master en los procesos de transporte
o captura de ligandos, asi como en el almacenamiento de biomoléculas a largo plazo son evidentes. Por un
lado, se pueden desarrollar estrategias que aumentan la eficiencia de las nanoparticulas en procesos como el
transporte de farmacos o la eliminacién de contaminantes en aguas continentales y marinas. Por otro, la
individualizacidon de las moléculas de ligando una vez adsorbidas al recubrimiento de las nanoparticulas
minimiza la posibilidad del establecimiento de interacciones intermoleculares que son, en muchos casos,

causantes de la desnaturalizacién de proteinas en procesos multimoleculares (agregacion fibrilacién, etc.).

Palabras clave: adsorcion, nanoparticulas, trasporte, captura y almacenamiento de biomoléculas.
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Abstract

The use of protein drugs has proven to be an enormously successful therapeutic approach that has
revolutionized the treatment of various diseases, such as cancer, HIV, and of course, diabetes. However, it
continues to present challenges due to their low stability upon long-term storage in aqueous solution. The
phenomena responsible for this loss of their biological activity are both physical (denaturation, aggregation,
adsorption to the surfaces of the storage container, etc.) and chemical (degradation, deamination, etc.). In
addition to the loss of their biological identity, the end products of the degradation processes can give rise to
an immune response when given to the patient with the consequent risk to their health. All this drastically
reduces the widespread use of protein drugs that otherwise have shown excellent results in in vivo
experiments.

The present work presents a new methodology in the synthesis of protein-nanoparticle complexes that allows
the amount of protein per unit nanoparticle mass to be regulated at will. To do this, we use a series of charged
polymers (polyelectrolytes) to stabilize the surface of the nanoparticle (silica, SiO,, or magnetite, Fes04) and
prevent their aggregation. The polyelectrolyte used is opposite in sign to the protein to be adsorbed. By
adjusting the relative concentrations of nanoparticle (polyelectrolyte-coated, NP @ PE), protein, and free
polyelectrolyte (in excess) it is possible to adjust the amount of biomolecule bound to the final complex. The
amount of ligand finally bound to the nanoparticle-polyelectrolyte complex, NP @ PE, is independent of the
amount of nanoparticle (silica or magnetite) and depends exclusively on the ratio of protein and
polyelectrolyte concentrations. In other words, the final amount of biomolecule adsorbed per nanoparticle
mass unit increases linearly with the amount of excess polyelectrolyte used in the synthesis.

The implications of the results presented in this Final Master's Project in the transport or capture of ligands,
as well as in the storage of biomolecules in the long term are evident. On the one hand, strategies can be
developed that increase the efficiency of nanoparticles in processes such as the transport of drugs or the
elimination of contaminants in both inland and sea waters. On the other hand, the individualization of the
ligand molecules once adsorbed to the nanoparticle coating minimizes the possibility of establishing
intermolecular interactions that are, in many cases, the cause of protein denaturation in multimolecular

processes (fibrillation aggregation, etc.).

Key words: adsorption, nanoparticles, transport, capture and storage of biomolecules
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1. Introduccidn y antecedentes

1.1  Antecedentes
La nanotecnologia es, sin duda, un area de investigacidon en auge en las Ultimas décadas. Durante los
ultimos afios, el estudio de nanoparticulas ha emergido como uno de los campos de investigacion de
mayor interés por sus aplicaciones en multiples disciplinas como puede ser la biotecnologia [7,8], la
biomedicina [3,7,8,34] y la bioingenieria [54,56]. Aunque desde las primeras civilizaciones como las
egipcias, griegas o romanas puede decirse que la nanotecnologia estaba presente, en cierta forma, en la
fabricacion de materiales con unas prestaciones distintas y Unicas. Los maestros y artesanos trasmitian la
técnica de preparacion de dichos materiales, aunque sin ser conscientes de estar creando materiales
nanotecnoldgicos. Estos materiales han llegado hasta hoy en formas como las vidrieras de las catedrales
[11], herramientas de acero [51] o copas [11]. Pero fue en la conferencia de Richard Feynman en 1959,
titulada “There is plenty of room at the bottom” cuando se introdujo por primera vez la semilla que daria
lugar al concepto de la nanociencia y la nanotecnologia. A partir de ese momento la nanotecnologia ha ido
teniendo una mayor repercusién social, cientifica y tecnoldgica ano tras afio y con ello la inversion que

hacen los gobiernos en el desarrollo de la nanotecnologia en proyectos de investigacion y desarrollo.

90000

80000

@ 70000

| -

i)

G 60000

©

O

S 50000

=

a.

© 40000

©

gaoooo

£

S 20000

z

10000 II
O-IIIII
O D AL O X H A DO VO VIOV D X6 A % O 0
O " " " " O " 7 B N " N A D DY LY
ST TS S S

llustracion 1. Articulos de nanoparticulas publicados en WOS por afio. Recogido en Junio 2020

Al hacer una busqueda en la base de datos Web of Science (WOS) poniendo “nanoparticles” (en inglés
nanoparticulas) como tema, aparecen 10000 paginas con 10 articulos cada una. En esta misma base de
datos se puede pedir al analizador que los represente en funcion de ciertos criterios como nimero de

publicaciones por afio recogido en la llustracion 1 donde se aprecia que para el afio 2019 se publicaron



mas de 70000 articulos. El analizador de esta base también permite clasificar esta misma busqueda por

catergorias de Web of Science, que se ha recogido en la llustracién 2.
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llustracion 2. Articulos de nanoparticulas de la base de datos WOS en funcion de las dreas de investigacion

Como se puede ver en la llustracién 2, las nanopaticulas son de interés en diversas areas como en ciencia
de materiales, quimica-fisica, nanotecnologia, polimeros, bioquimica, biologia molecular o

la biomedicina. En particular, en esta ultima disciplina, destacan estudios enfocado hacia el tratamiento
de multiples enfermedades como la diabetes [16,17,34,68], el cancer [8,65,67], la psoriasis [63] y otras,
utilizando principios activos proteicos. Los farmacos proteicos son muy prometedores, pero no consiguen
alcanzar su maximo potencial debido, por un lado, a su escasa estabilidad funcional cuando son
almacenadas en disolucién acuosa y, por otro, en su dificultad para penetrar, entornos bioldgicos, través
de membranas para alcanzar las dianas moleculares [67]. Dentro de la enorme variedad de las
nanopaticulas de las que se dispone en la actualidad, las de silice (NP-SiO,) y de magnetita (NP-Fe304) son
de las mas estudiadas, habiéndose encontrando multiples aplicaciones como sistemas de almacenamiento
y transporte de farmacos [41]. En este trabajo final de master (TFM) se describen en el punto 1.2.1 las
nanoparticulas de silice, NP-SiO,, y en el punto 1.2.2 las de magnetita, NP-Fes04, dado que son una
estrategia ampliamente utilizada en el almacenamiento [28] y administracién [7,16,30] de farmacos, en
diagndstico o toma de imagenes [14]. Asi mismo el recubrimiento de las nanoparticulas con polielectrolitos
(PE) es un punto clave en este trabajo ya que permite, en primer lugar, funcionalizar las nanoparticulas y
proteger los nucleos de la posible descomposicion y agregacion con otras nanoparticulas presentes en el

medio [17,68]. Ademas, el uso de polielectrolitos va a posibilitar la unién y proteccién de péptidos y



proteinas para su almacenaje y transporte. Las principales formas de poder almacenar y transportar estos
péptidos y proteinas con polielectrolitos se dividen en dos grupos, segin los métodos de sintesis. El
primero, seria autoensamblado capa a capa (el mas usado) y el segundo, por complejaciéon con
polielectrolitos [7]. Dado que péptidos y proteinas son susceptibles de degradacién debido a variaciones
de pH, presencia de enzimas hidroliticas o procesos de desnaturalizacidon asociados a la agregacion, su
adsorcién a nanoparticulas recubiertas por polielectrolitos los protegen de los procesos enumerado,

permitiendo que lleguen a las dianas celulares con mayor eficacia [37,68].

1.2 Nanoparticulas
La gran explosiéon en el desarrollo de las nanoparticulas como transportadores de biomoléculas se inicié
en la década de 1960 cuando se consiguio la encapsulacion de una biomolécula dentro de un liposoma
como forma de administracién controlada de un farmaco [55]. A partir de este hecho se han ido
desarrollando distintos nanotransportadores tanto organicos como inorganicos, entre los que cabe
destacar los basados en silice (SiO,) y magnetita (Fes0.). Esta evolucién de las nanoparticulas la recogen
ShiJ. y colaboradores en el esquema que aparece en la llustracidn 3, en el que se observa que inicialmente
las nanoparticulas eran mas sencillas (simplemente encapsulando el farmaco) para pasar a ser

nanoparticulas mas complejas capaces de dirigirlo y aportar diagndstico [57].
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llustracion 3.Evolucion de las nanoparticulas desde 1960 [57].

Cuando se quiere preparar nanoparticulas, existen dos formas genéricas de sintetizarlas. La primera se
conoce como “top-down” que quiere decir de arriba hacia abajo, que necesita técnicas de fabricacion

nanomeétrica muy precisas, siendo la nanolitografia la mas usada. La segunda seria “bottom up” que quiere

3



decir de abajo hacia arriba, siendo reacciones quimicas las que usan fuerzas de la naturaleza como los
enlaces de hidrogeno, las interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals, entre otras, para llevar
a cabo los enlaces especificos permitiendo un control de la forma y el tamafio de las nanoparticulas. Estos

Ill

métodos de sintesis hacen referencia, principalmente, al “core” o ntcleo de la nanoparticula. Sin embargo,
dada la complejidad y multifuncionalidad requerida en las distintas aplicaciones, la formacién de la
nanoparticula en su estado final suele requerir un ensamblaje/montaje (tipo “bottom up”) para incorporar
recubrimientos, marcadores, ligandos direccionales, etc. El presente trabajo se ha desarrollado en el
Laboratorio de Nanotecnologia del Instituto de Investigacidn Biosanitaria de Elche (IDIBE), donde se realiza
una aproximacién bottom up para la sintesis de nanoparticulas.

La estrategia del almacenamiento y transporte de péptidos y proteinas unidas a nanoparticulas, capaces
de tratar enfermedades se ha podido dar gracias a las investigaciones que permiten superar problemas
como la estabilidad [50], la barrera reticuloendotelial [35,37], la accion del pH estomacal [35,37] o la
eliminacion por el filtrado renal [37,45], que se plantean al tratar de incorporar las proteinas al organismo
en forma de principio activo.

El almacenamiento de péptidos y proteinas en disolucidén acuosa es importante para tener estos principios
activos proteicos en forma de farmaco administrable. Los péptidos y proteinas presentan una alta
inestabilidad debida a procesos fisicos, como la desnaturalizacién que puede inducir otros como la
agregacion o fibrilacion proteica. Por otra parte, existen una serie de procesos quimicos que producen
cambios en la identidad bioldgica de la proteina tales como la hidrdlisis de enlaces peptidicos, la
deaminacidn de glutaminas y arparaginas o la ruptura y formacion de enlaces disulfuros [28, 50]. Todos
estos procesos tienen como ultima consecuencia la pérdida de la funcidn bioldgica de la proteina
pudiendo, en muchos casos, la aparicion de respuesta inmume del paciente cuando las estas proteinas son
utilizadas como farmacos. Mientras que la degradacién quimica de la proteina suele ser un proceso
monomolecular y Unicamente puede ser atenuado mediante el control de los parametros externos (pH,
temperatura, etc.), muchos de los procesos que involucran proteinas parcial o totalmente desplegadas
son multimoleculares en los que la interaccidén atractiva entre moléculas individuales da lugar a la
formacion agregados proteicos incapaces de retomar la conformacidn nativa y activa de la proteina. En
estos procesos, la atraccion hidrofdbica juega un importante papel, aunque otras fuerzas intermoleculares

estan también involucradas [28, 50].

El transporte de proteinas o farmacos de origen proteico también presenta retos importantes debido a su
elevado peso molecular y la hidrofilia de su estado nativo que dificultan la penetracidén y absorcién a través

de membranas bioldgicas sin inducir se desnaturalizacion. Ademas, su baja estabilidad frente a la hidrdlisis
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provocada por la presencia de enzimas hidroliticos favorece la pérdida de su actividad antes de llegar a la
diana molecular [56]. Cuando estos farmacos proteicos se administran de forma oral, las enzimas gastricas
y el medio acido, disminuyen su estabilidad conformacional y favorecen su digestion catalizada por
proteasas asparticas como la pepsina. Por suerte, ya existen sistemas basados en polimeros, lipidos y
materiales inorganicos de transporte capaces de mejorar la estabilidad de la proteina minimizando los
procesos degradativos [68].

Los sistemas de entrega de biomoléculas corresponden al tercer obstaculo en la utilizacion de
medicamentos proteicos debido a la corta vida media bioldgica, selectividad tisular, toxicidad potencial y
riesgo de actividad cancerigena [21]. Es por ello, que existe un evidente interés en el desarrollo de sistemas
transportadores capaces de preservar la actividad bioldgica de la proteina, evitar su rapida eliminacién y
liberarla de forma predecible. En la llustracion 4, Du A. y colaboradores recogen posibles formas de
transportar péptidos y proteinas. La seccidon (a) corresponde a la conjugacion polimero-péptido/proteina
y la (b) a su encapsulacidn fisica dentro de nanoparticulas mediada por surfactantes, liposomas, polimeros,
nanoparticulas e hidrogeles [14]. De todas estas estrategias de transporte de péptidos y proteinas, los
sistemas formados con polielectrolitos sintéticos son adecuados dado que aportan una mayor estabilidad,
proteccion ante la degradacion de enzimas y permeabilidad a través del sistema reticulo endotelial,

haciendo al farmaco proteico mas biodisponible en el organismo [8].
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llustracion 4. a. Esquema de transporte polimero-proteina, b. Esquema de transporte surfactantes-proteina c. Esquema de
transporte polimero-proteina [14].



1.2.1 Nanoparticulas de SiO;
La silice es el compuesto quimico mas abundante en la corteza terrestre [20], siendo sus propiedades
superficiales las que explican las interacciones que es capaz de establecer que han sido utilizadas en
campos como la cromatografia, la catalisis o la nanotecnologia [69]. Una de las propiedades caracteristicas
de las nanoparticulas es su elevada superficie especifica, llegando a alcanzarse particulas capaces de
exponer centenares de m? de superficie por grama de sustancia. Este aumento en el drea superficial con
respecto al material a granel es determinante para entender su excelente comportamiento como
adsorbente de biomoléculas. Esta silice en forma coloidal es funcionalizable, blanquecina y épticamente
incolora, lo que la hace ideal para su caracterizacion mediante técnicas espectrofotométricas, ya que al
ser transparentes no interfieren con la radiacidn electromagnética en la zona del visible o del ultravioleta
(UV) [69]. Las superficies de la silice poseen exponen al medio acuoso grupos silanoles, -SiOH, capaces de
ser ionizables mediante el aumento del pH del medio, siendo responsables de las reacciones que permiten
tanto la adsorcién de ligandos de carga opueta como su funcionalizacién [69]. Si se representa una
nanoparticula de silice se observaria una estructura como la llustracion 5. En contacto con un medio
acuoso se produce la hidrélisis de grupos silano superficiales que daria lugar a la formacién de silanoles

gue permiten establecer interacciones con otras moléculas presentes en el medio [69].
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Silice en medio acuoso

llustracion 5. Nanoparticulas de SiO; con la formacion de los grupos silanoles en medio acuoso, siendo una molécula de silicio
coordinada tetraédricamente a cuatro grupos hidroxilo.

La reaccion 1 muestra un equilibrio de disociacion protdnica de los grupos silanoles en la superficie de las
nanoparticulas de silice, SIOH/SiO" (acido/base), pudiendo ser desplazado en funcién del pH al que se
encuentre la disolucién. A partir de cierto pH las NP-SiO, poseeran carga negativa dado que el equilibrio
se verd desplazado hacia la derecha, existe también el equilibrio de protonacién Si-OH," [36] pero
Unicamente es relevante a pHs extremadamente bajo (pH < 2) por lo que es poco importante en los pHs
de interés.
Equilibrio de disociacién:

Si-OH + OH © Si-O"+H,0  (reaccion 1)

Si-O" + Si-OH & Si-O-Si + OH" (reaccién 2)



Cabe decir que los sistemas basicos (pH > 8) podrian dar lugar al segundo equilibrio, que implicaria la
reticularizacién de los silanoles [66].

Una forma de determinar la carga de la superficie de la NP-SiO,, es mediante las medidas de potencial Zeta
gue mide la intensidad del potencial eléctrico de la superficie de la nanoparticula a una distancia que
incluye la primera esfera de solvatacion de la nanoparticula. Por ello, el potencial Z es una medida directa
de la densidad superficial de carga de la nanoparticula. Si se representa los valores del potencial Zeta a
distintos valores de pH se obtiene una curva sigmoidal y el valor al cual la nanoparticula presenta carga

neta cero, o mas conocido como punto isoeléctrico (Pl) o punto de carga nula (PZC, por sus siglas en inglés).
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llustracion 6. Variacion del pH vs potencial Z de NP-SiO; [66].

La llustracién 6 muestra la variacién del potencial Z de la superficie de la silice en funcién del pH. El punto
isoeléctrico, es decir, donde las cargas positivas y negativas creadas por los grupos silanoles en la superficie
de las nanoparticulas de silice son iguales, es alrededor de 3, por lo que en el rango de pH 4-12 las NP-SiO,
poseen una carga superficial negativa creciente con el pH, teniendo afinidad por moléculas de carga
opuesta. La molécula de carga opuesta interaccionaria con la NP-SiO, gracias a la atraccion de cargas.
Cuando NP-SiO; se pone en presencia de una molécula de carga opuesta se produce SU recubrimiento por
parte de la molécula donde cada particula tiene un solo nucleo de silice, quedando un sistema hibrido

individualizado [66], como el que muestra la llustracién 7.

1
®
" /6‘.} ‘ (&
® .
.
200nm .

llustracion 7. NP-SiO; hibrida tomada con TEM [66].



Debido a que las nanoparticulas de SiO; a pH fisioldgico tienen carga neta negativa y por tanto son sistemas
coloidalmente estables (las particulas se repelen entre si minimizando su tendencia a agregar) , ademas
de las propiedades de adsorcidn, las convierten en posibles transportadores de biomoléculas en el
organismo [23, 41], que cuando son recubiertos de polielectrolitos aportan flexibilidad a la superficie del
sistema hibrido resultante, mejorando la capacidad de transportar proteinas reduciendo los procesos de
desplegamiento que inducirian a la agregacion.

Al ser sustancias que han de estar en contacto directo con los seres humanos, se han llevado a cabo
estudios de toxicidad y biocompatibilidad. Estos estudios muestran que las células expuestas a NP-SiO; no
se ven alteradas, haciendo que no causen toxicidad, por lo que se consideran biocompatibles para la salud
humana y el medio ambiente, estas caracteristicas las hacen idéneas para la industria biomédica en la
administracién de farmacos proteicos [41]. Ademas, el hecho de que la FDA americana (Food and Drug
Administration) apruebe, ya desde el siglo pasado, el uso de la silice como aditivo alimentario, cosmético
y medicinal, pone de manifiesto, ain mas, la gran versatilidad y el gran potencial de las NPs de SiO..

La sintesis de las nanoparticulas de silice puede llevarse a cabo mediante diferentes métodos. Uno de los
mas habituales es a partir de silicatos en medio etanol y bajo condiciones basicas [8]. Otro de los métodos
mas extendidos para la obtencidén de particulas de silice es el método pirogénico, en él mediante la
combustidn de tetracloruro de silicio en una llama de hidrégeno y oxigeno a alta temperatura se obtiene
como resultado la formacién de pequefias particulas de silice (silice pirogénico) de tamafio nanométrico
aproximado de unos 150 nm de radio hidrodinamico. En el caso del laborarotio de nanotecnologia del

IDIBE, se utilizaron nanoparticulas de silice pirogénio comerciales, CAB-O-SIL® M-5.

1.2.2 Nanoparticulas de Fe;04

Los 6xidos de hierro son compuestos quimicos que estan formados a partir de hierro y oxigeno. La
magnetita, Fes04, es un 6xido mixto de hierro, donde el 27,6% de su masa corresponde al oxigenoy 72,4%
al hierro, esta formada por iones de Fe*" y Fe*, [Fe?* (Fe3*),04], y es la forma mas comun utilizada en la
sintesis de nanoparticulas magnéticas. En este dxido las posiciones tetraédricas de su estructura cristalina
estan ocupadas por el ién Fe**[47], mientras que los sitios octaédricos estan ocupados por cantidades
iguales de iones de Fe®* y Fe?*[47]. Debido a esto, la magnetita es termodindmicamente inestable a
presiones atmosféricas [47], tendiendo a oxidarse a formas mds estable como la maghemita, y-Fe,0s.

La estructura de la magnetita da lugar al comportamiento ferrimagnético, es decir, que se magnetiza en la
misma direccion del campo magnético aplicado y como consecuencia de la presencia de dominios en el

material, al retirar el campo magnético la sustancia quedaria magnetizada. Los dominios magnéticos de



un compuesto ferrimagnético y como se orientan en funcién del campo magnético se pueden ver en la
llustracién 8.

Los materiales magnéticos macroscopicos estan formados por dominios que son zonas en las que los
momentos magnéticos individuales de los atomos paramagnéticos se orientan una misma direccién y
sentido (fig. 8.b). Al aplicar un campo magnético externo, los momentos magnéticos individuales de cada
dominio de alinean con el campo externo. La susceptibilidad magnética de un material se define como su
capacidad de interaccionar con un campo magnético externo [47]. Si el tamano de las particulas
magnéticas se reduce por debajo del tamafio de los dominios magnéticos se obtienen nanoparticulas con
un solo dominio que tienen un comportamiento paramagnético. En cada una de estas particulas, los
momentos magnéticos de sus dtomos se orientan paralelamente lo que da lugar a un momento magnético
fuerte para cada particula. Una propiedad interesante de materiales paramagnéticos a nivel macroscopico
es que los momentos magnéticos individuales (idénticos en modulo) se orientan al azar, por lo que su
momento resultante es nulo (Miotal = 0), NO existiendo atraccion magnética entre ellas. Al aplicar un campo
magnético externo, se produce la orientacion de todos los momentos magnéticos individuales
generandose una intensa magnetizacién al interaccionar el momento magnético de la muestra con el

campo externo.

a. b.
E=0 _, B=0
B

llustracion 8.a.Material paramagnético antes y después de aplicar el campo magnético. b. Material ferromagnético antes y
depués de aplicar el campo magnético.

Las nanoparticulas magnéticas se caracterizan por ser un sistema de transporte y entrega de biomoléculas
adecuado debido a su tamafio, la posibilidad de funcionalizacién facil y a la capacidad de respuesta a
estimulos externos que permiten aplicar hipertermiay llevar a cabo liberacion controlada [6, 33]. El hecho
de tener aplicaciones directamente implicadas en la salud humana, crea inquietud sobre su toxicidad.
Estos estudios segun la bibliografia consultada no son concluyentes, considerandose de forma genérica a
estas nanoparticulas como poco dafiinas para las células [40, 39]. Debido a estas discrepancias el
recubrimiento con polielectrolitos supone en muchos casos una estrategia efectiva para su estabilizacion,

biocompatibilidad y funcionalizacién [6].



Al igual que para las NP-SiO,, a las NP-Fes04 en disolucion acuosa también sufren especiacion dando lugar
a distintas especies con carga positiva, neutra o negativa. Es posible obtener los valores de la carga
superficial con medidas de potencial Z. Al representa los valores del potencial Zeta frente al pH, se obtiene
una curva sigmoidal [2] como la de la llustracidn 9. De esta grafica se puede obtener el punto isoeléctrico
gue es aproximadamente 6.3 [2]. Como se observa en la grafica, la particula muestra una densidad de
carga superficial positiva en el intervalo de pHs 1 - 6.3 y negativo en el rango de pHs de 6.3 - 14, de forma
gue a pH fisioldgico se encontraria cargada negativamente. Cabe decir que esta carga negativa a pH 7 no
es lo suficientemente alta (en valor absoluto) como para favorecer una elevada estabilidad coloidal, pero
si suficiente para establecer interaccion con biomoléculas de carga opuesta, permitiendo que se produzca
el recubriento con polielectrolitos de carga opuesta. Por tanto, un recubrimiento adecuado de las NP-
FesO, permite la funcionalizacién, haciendolas biocompatibles y permitiendo la entrega en tejidos

especificos [6].
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llustracion 9. NP-Fes0, potencial Z vs pH. Imagen del laboratio de nanotecnologia del IDIBE.

1.2.3 Sintesis de NP-Fe304 por Co-precipitacion
El método para obtener NP-FesO4 por co-precipitacién es ampliamente conocido y sigue el esquema
descrito por Massart R. en 1981, en el que a partir de FeCl; y FeCl, en medio amoniacal se obtiene un
precipitado gelatinoso [44]. La llustracidén 10 representa la obtencion de las nanoparticulas de magnetita
por el método de co-precipitacion. Con los avances se ha ido observando que ciertas modificaciones como
la desionizacién del agua, el ajuste del pH a 10 y trabajar bajo condiciones de atmdsfera inerte (para evitar
la oxidacién de los iones Fe?*) mejoran la obtencién de magnetita de forma instantdnea [10, 24] y este
producto se puede resuspender inmediatamente después en la disolucion acuosa para sonicarlo,
obteniendo las NP-Fe3O, de tamafio préximo a los 10 nm, segin medidas hechas con microscopias

electronicas de trasmision (TEM) o Barrido (SEM). Cuando se obtiene el didmetro hidrodindmico de las
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nanoparticulas con medidas de dispersién dindmica de luz (DLS, por sus siglas en ingles de dinamic light
scattering), muestran un valor de 194 nm, esto es debido a que también incluye la esfera de solvataciény

posibles agregaciones de nanoparticulas en suspension.

H,0, NaOH,,,)

360K

FeCl,'6H,
+

FeCl,"4H,0

llustracion 10. Esquema de la sintesis de NP-Fes04 por Co-precipitacion

1.2.4 Sintesis de NP-Fe304 por método solvotérmico

En este caso se sigue la descripcion hecha por Liu J. y colaboradores, en el que se adiciona cloruro férrico,
citrato trisédico, NasCit, y acetato de sodio (AcNa) utilizando etilenglicol (EG) como disolvente. Tras 30
minutos de agitacion y posterior sellado en autoclave se incuba la mezcla a 200 2C durante 10 h. El tamaiio
final de las particulas obtenidas depende de la relacidn de concentraciones citrato: FeCls, obteniéndose
particulas en el rango 150 — 350 nm con alta reproducibilidad [33]. Una de las principales ventajas de este
tipo de NP-Fe;04 corresponde a la gran facilidad de separacion del medio acuoso en el que se encuentra,
ya que, debido a su tamafio intermedio, muestran una rapida cinética de decantacién magnética [33]. Esto
disminuye drasticamente los tiempos de espera con respecto a las nanoparticulas de magnetita obtenidas
por co-precipitacidon (generalmente se un tamafo sensiblemente inferior) no requiriendo procesos de

centrifugacion para separar la fase sélida del sobrenadante como ocurre con las particulas de silice [33].

llustracion 11. NP-Fes0,4 obtenidas por método solvotérmico, imagen de SEM [33].
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En el laboratorio del nanotecnologia del IDIBE, se sintetizan NP-FesO, tanto por el método de co-
precipitacién como las de solvotérmico. En este trabajo se seleccionaron las preparadas por el método
solvotérmico, dado que su mayor tamano permite tener una relaccion entre la estabilidad coloidal y la

capacidad de precipitarse con imanes mas eficiente.

1.3  Polielectrolitos
Segln la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), los polielectrolitos (PE) son
macromoléculas, que poseen una parte con grupos ionizables, que pueden disociarse al disolverse en un
disolvente polar, dejando que los contraiones se difundan en la solucion sirviendo de carga opuesta a la
estructura principal [7,27]. Los PEs son en su mayoria solubles en agua y muestran propiedades Unicas
atribuidas principalmente a sus interacciones electrostaticas y flexibilidad de su cadena [7]. Hay distintas
clasificaciones de polielectrolitos (PE) y dependiendo de la bibliografia consultada hace referencia a una u
otra. Bourgains V. y colaboradores elaboraron una tabla, que se ha recogido en la llustracién 12 donde
estructuran las posibles clasificaciones, siendo un total de seis clasificaciones distintas dependiendo del

parametro elegido, como naturaleza, procedencia o grupo ionizable.

Polyelectrolytes

I E—E—— —

Origin Charge Accessibility Molecular Structure Composition lonizable Groups Dissociation Ability
Natural Pendant Linear Homopolymers Polyanions Weak
Naturally-derived Integral Branched Copolymers Polycations Strong
Synthetic Crosslinked Polyampholytes

llustracion 12. Clasificacion de los polielectrolitos [7].

La primera y mas frecuentemente usada, es en funcién de su procedencia pudiendo ser naturales,
semisintéticos y sintéticos. La segunda clasificacién corresponde a la accesibilidad de la carga,
dependiendo si estd en la cadena principal o en las ramificaciones. La tercera hace referencia a la
estructura molecular, pudiendo ser lineal, ramificada o reticulada. La cuarta se basa en la composicion
obteniendo dos posibilidades, homopolimeros, cuando la unidad base de repeticion (mondmero) es
siempre la misma y copolimeros cuando la unidad base de repeticion puede ser de dos o mas tipos
diferentes. La quinta la clasifican en funcidn del grupo ionizable, quedando tres posibilidades, polianiones,
como el ADN, el PSS (poli estireno sulfonato de sodio), PAA (acido poliacrilico), PGA (poly L-acido
glutadmico), policationes como PAH (el hidroclorudo de polialilamina), PDADMACI (Polidialildimeltilamino
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de cloro), quitosano, PLL (polilisina) y polianfolitos que muestran tanto cargas positivas como negativas,
como las proteinas o los obtenidos por derivatizaciéon de policationes o polianiones. Y la sexta y Ultima en
funcidén de la capacidad de disociacién del grupo ionizable, pudiendo ser fuertes y débiles [7].

En este trabajo se usan polielectrolitos sintéticos comerciales como PEl (polietilenimina) siendo un
polielectrolito catidnico ramificado que contiene aminas primarias, secundarias y terciarias en proporcién
1:2:1. Ademas, en el laboratorio se sintetizo el PEI-COOH en el que los grupos amino fueron derivatizados
utilizando acido bromoacético segun la descripcidén hecha por Ning W. y colaboradores [49]. La llustracion
14 muestra la estructura de amos polielectolitos ramificados.

El hecho de usar estos polielectrolitos sintéticos se debe a la combinacion de varios factores, el principal
es usarlos como transportadores de proteinas, siendo las proteinas polianfolitos débiles, que muestran
baja densidad de carga y tienen grupos con carga negativa y positiva [7]. Ademas, hay que excluir el uso
de toxicos como disolventes organicos y que eviten la desnaturalizacion de las proteinas [7]. Hay estudios
gue demuestran que el uso de PE ejerce efectos de inhibicién en las enzimas proteoliticas [15], teniendo

como gran ventaja la capacidad de hacer que el farmaco proteico tenga una mayor biodisponibilidad.

PEI PEI-COOH

lustracion 13. Mondmeros de los polielectrolitos.
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llustracion 14. Posibles estructuras ramificadas de los PEs

Una de las aplicaciones clave que tienen los polielectrolitos es la capacidad de estabilizar coloidalmente a
las nanoparticulas inorgdanicas [27]. Las nanoparticulas de SiO, y de Fes0,, exponen una carga neta en
funcién del pH, haciendo que las fuerzas de interaccion que se producen entre ellas mismas sean

determinantes para evitar o no su aglomeracién para formar estructuras mas grandes. Para evitar este
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comportamiento de agregacion, es necesario maximizar las fuerzas de repulsidn electrostaticas o estéricas
con moléculas que queden adsorbidas a la superficie de las nanoparticulas. Los polielectrolitos consiguen
la estabilizacion tanto estérica como la electrostatica, aumentando la estabilidad coloidal de Ia
nanoparticula reduciendo asi su tendencia a la aglomeracion [27]. La llustracién 15 muestra NP-SiO,y NP-
Fes0., estabilizadas por el PE a pH 7, es decir, que las nanoparticulas quedan rodeadas del polielectrolito

haciendo que sea un sistema coloide estable (NP-SiO,@PEl o NP-Fe;0,@PEl).

llustracion 15. Estabilizacion de NP-SiO; y NP-FesO4 por polielectrolito de carga positiva a pH 7

La obtencién de nanoparticulas recubiertas de polielectrolito requiere un primer proceso de sintesis de la
nanoparticula y su posterior recubrimiento con un polielectrolito de carga opuesta a la de la superficie
sélida. Posteriormente, se pueden depositar sobre la superficie de la nanoparticula capas sucesivas de
polielectrolitos de carga opuesta de forma secuencial. Este tipo de ensamblaje de multicapas secuenciales,
se lleva a cabo con el mecanismo de autoensamblaje capa por capa o mas conocido como recubrimiento
capa-a-capa (o layer by layer, LbL, por sus siglas en inglés). De esta forma se puede variar la carga superfial

de la particula pudiendo ajustar tanto el grosor como la naturaleza de la esfera de recubrimientol [22, 56].

Sio, 1. policatién 1. polianién .
—
2. Lavar 2. Lavar and

3. Centrifugar
ON\o 4 Resuspender

. . 3. Centrifugar
‘Y 4. Resuspender

A, Sistema coloide  +  polianion
Sustrato +  Policatién

llustracion 16. Un ciclo de recubrimiento de un sustrato por PEs de carga opuesta mediante la técnica del LbL.

Esta técnica fue descrita en 1966 por ller, pero no fue hasta 1990 cuando realmente se empezo a utilizar.

El esquema que sigue esta técnica esta descrito en la llustracion 16, en el que tras obtener las
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nanoparticulas estabilizadas se les afiade una molécula de carga opuesta, pudiendo ser tanto
polielectrolito como proteina u otro tipo de biomolécula, que hay que lavar, centrifugar y resuspender, asi
sucesivamente hasta obtener el espesor y la aplicacion final deseada [56]. Hasta la fecha, no hay ninguna
otra forma de llevar a cabo el crecimiento del recubrimiento de particulas de forma controlada para
favorecer la adsorcion de ligandos de naturaleza definida.

El recubrimiento capa-a-capa es una técnica ampliamente utilizada en los sistemas transporte y liberacién
de farmacos, un ejemplo de ello, es el estudiado para la insulina [17]. La insulina queda adsorbida a
polielectrolitos consiguiendo formar agregados individualizados de 100-230 nm, donde permanece sin
desnaturalizarse en condiciones de almacenamiento en disolucion o liofilizada [17]. El procedimiento de
formacion de polielectrolito recubierto de insulina (PE@insulina) se hace mediante la técnica LbL. La
obtencidon de la estructura final requiere de varios ciclos de adsorcion y centrifugacion repetidos,
resultando un proceso largo y tedioso. Sin embargo, de esta forma es como hasta ahora se consigue una
potencial preservacion de la actividad proteica, dado que no lleva procedimientos preparativos severos ni
se usan disolventes organicos, ofreciendo este método una alta capacidad de transporte de insulina en las

nanoparticulas [17].

1.4  Proteinas
En este trabajo se utiliza la R-Lactoglobulina como proteina modelo catidénica a pH neuroy la lisozima como
proteina modelo anidnica a pH fisioldgico. Iguamente, se utilizaron dos colorantes anidnicos de distinta

densidad de carga: Azul de tripano y Carmin de indigo.

1.4.1 RB-Lactoglobulina
La B-Lactoglobulina se puede ver en la llustracién 17 en su forma dimérica. Se trata de una proteina de
unos 18,4 kDa que se encuentra en altas concentraciones en la mayoria de la leche de los mamiferos,
haciéndola especialmente accesible. Dicha proteina ha sido ampliamente estudiada por sus aplicaciones
en la industria [50] y por la reaccion alérgica que provoca en algunos humanos [9,45]. Posee dos enlaces
disulfuro y existen dos variantes genéticas la forma A y B, que difieren en dos aminoacidos a largo de la
cadena de los 162 aminodcidos. En la forma A, los aminoacidos Asp-64 y Val-118 son reemplazados por
glicina y alanina respectivamente para dar la forma B, pudiendo estar en diferentes formas oligoméricas
dependiendo del pH, temperatura, fuerza idénica y concentracién [46]. A pH inferior a 3 y fuerza idnica baja
(10 mM) presenta predominantemente su forma monomérica y de pH 3 a pH > 8 con fuerza idnica
moderada (100 mM) correspondea la forma dimérica [46]. Al ser globular se adsorbe fuertemente a

superficies hidrofilicas, especialmente las que presentar carga opuesta [45,46]. La R-Lactoglobulina posee
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un punto isoeléctrico alrededor de 5, por lo que a partir de pH 5 la proteina tiene carga neta negativa,
pudiendo ser atraida por superficies de carga positiva en el rango de pH de 5-14 [46], este rango se
encuentra dentro del pH fisioldgico. La adsorcidon de la proteina a las nanoparticulas recubiertas de
polielectrolito (NP@PE), pueden determinarse midiendo la concentracion de proteina que queda sin
adsorber en la disolucién tras alcanzar el equilibrio con la superficie de la NP, por métodos
espectrofotométricos haciendo uso de su capacidad para absorber luz ultravioleta debido a los dos

residuos de triptéfano presentes en la R-Lactoglobulina.

llustracion 17. 3-Lactoglobulina en forma dimérica obtenida de Protein Data Base.

Parametros B-Lactoglobulina
Peso molecular 18281 Da
Coeficiente de extincién 0,948 (mg/mL)*cm™
Punto isoeléctrico (PI) ~5

Radio hidrodindmico 2nm
Triptéfanos 2 residuos

Tabla 1. Caracteristicas de la f3-Lactoglobulina

1.4.2 Lisozima
La lisozima fue descubierta por primera vez en 1922 por Alexander Fleming debido a los goteos nasales
gue tuvo sobre un plato petri de cultivo bacteriano que en presencia de ese moco se lisiaron (Fleming A.,
1922), llamando a esta nueva sustancia “Lisozima”. Fue para 1965 cuando Philips D. Ch. resolvié la
estructura de la lisozima obtenida con rayos X con una resolucion de 2 A., en esta publicacién recoge la
secuencia primaria secuenciada por Canfield y Liu en 1965, llustracién 18 a. La llustracion 18 b muestra

estructura de la lisozima obtenida de Protein Data Bank con una resolucién de 1,7 A.
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llustracion 18. a. Secuencia primaria de la Lisozima descrita por Canfiel y Liu en 1966, [48]. b. Lysozyme de clara de huevo.
Representacion obtenida de PDB (3LYZ), donde los colores muestran la hidrofobicidad.

La lisozima de clara de huevo de gallina (HEWL) es una proteina ampliamente caracterizada por su facil
obtencidn a partir de la clara de huevo y se encuentra presente en secreciones humanas como saliva,
moco, leche y lagrimas. En la industria alimentarian es de especial interés, por ser uno de los posibles
alérgenos que contien el huevo, dado que éste es utilizado como aditivo, conservante, espumante y por
sus propiedades antibacterianas [12]. Posee un peso molecular de unos 14,7 kDa con una cadena
polipeptidica sencilla de 129 aminoacidos. Sus ocho residuos de cisteina estan involucrados en un total de
cuatro puentes disulfuro que le confieren una alta estabilidad conformacional. Es especialmente soluble
debido a la presencia de 11 argininas, que son responsables del elevado punto isoeléctrico cercano a 11
[Protein Data Base].

Estd enzima (EC 2.2.1.17) se caracteriza por la capacidad de hidrolizar los enlaces B-1,4 glicosidico entre el
acido N-acetil muramico y la N-acetil-D-glucosamina en peptidoglicano, afectando a la pared celular de las
bacterian Gram positivas, siendo este el origen de su actibidad antibacteriana. Esta actividad hidrolitica le
ha hecho que tenga otros nombres, uno de ellos es 1,4-N-acetilmuramidasa [48].

En este trabajo se va a utilizar la cuantificaciéon de la proteina por espectrofotometria con barridos de
absorbandcia de 250-400 nm, que se debe principalmente a los residuos de triptéfanos, siendo
responsables de la absorbancia a 280 nm, ver llustracion 19. Se han recogido los datos caracteristicos de

esta proteina en la tabla 2.

Parametros Lisozima

Peso molecular 14700 Da
Coeficiente de extincién 2,653 (mg/mL)*cm™
Punto isoeléctrico (Pl) ~11

Radio hidrodinamico --

Triptéfanos 6 residuos

Tabla 2. Caracteristicas de la Lisozima
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llustracion 19. Espectro de absorcion de la lisozima

1.4.3 Colorantes: azul de tripano y carmin de indigo
Como una aproximacién preliminar, previa al estudio con proteinas, se pueden utilizar moléculas que
posean varios grupos cargados. En este trabajo se han utilizado como primera aproximacion el azul de
tripano (TB por sus siglas en inglés, Azul de tripano) y el carmin de indigo (IC por sus siglas en inglés, Carmin
de indigoe ). Ambos poseen grupos sulfonato (SOs7), ver llustracion 20, que en disolucién muestran una
carga neta negativa. Para el caso del TB presentaria cuatro cargas negativas y para el IC serian dos. Estas
dos moléculas han sido seleccionadas porque presentan ademas la ventaja de adsorber luz en la zona
visible del espectro electromagnético, permitiendo cuantificar facilmente la cantidad de biomolécula

adsorbida al sistema coloide NP-SiO,@PE, por técnicas espectrofotométricas, ver tabla 3.

Parametros Carmin de indigoe Azul de tripano
Peso molecular 466,35 g mol*? 960,8 g mol?
Coeficiente de extincién 26050 M*cm™ 51700 M*cm™
Tipo aniodnico anidnico
Longitud de onda 608 nm 610 nm

Tabla 3. Caracteristicas de Carmin de indigo y Azul de tripano
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llustracion 20. a) Estructura del Azul de tripano. b) Estructura del Carmin de indigo.

1.5  Adsorcion de Biomoléculas. Isoterma de Langmuir.
Langmuir establecid tres postulados para describir la adsorcion sobre una superficie:

l. Formacion de una monocapa de moléculas adsorbidas.

Il. Todos los sitios de la superficie tienen la misma probabilidad de ser ocupados.

[l. No hay interaccion entre moléculas adsorbidas.
La adsorcién de proteinas a superficies sélidas ha sido habitualmente modelizada asumiendo que se forma
una Unica capa de adsorbato [29, 47]. En primera aproximacion, el modelo de Langmuir [1,42] ha sido
utilizado para analizar cuantitativamente la adsorcidon de proteina a superficies sélidas asumiendo el
establecimiento del equilibrio siguiente:

K
P+ S o PS donde K= ’;— (ec. 1)
d

donde P, S y PS representan el soluto, P (biomolécula) en disolucién, los sitios de superficie, S (sistema
coloidal) disponibles para la adsorcidn de soluto y en la parte de la derecha de la ecuacidn, representaria
el soluto adsorbido en los sitios de superficie, PS, respectivamente. Por su parte, ka y kq representan las
constantes de velocidad cinética de adsorcién y desorcion, respectivamente. Haciendo las
correspondientes operaciones matematicas, la adsorcion de la proteina al sistema coloidal, permite
expresar la conocida como isoterma de Langmuir [1,47,64]:

— AmaxK [P]

1+K[P] (ec.2)

q

19



q representa la cantidad de biomolécula adsorbida por gramo de sistema coloidal en equilibrio, [P] la
concentracién de biomolécula libre no adsorbida durante el equilibrio con la superficie y gmax la cantidad
maxima de ligando que puede ser adsorbida por unidad de masa de particula sélida.

Cuando se trabaja con condiciones saturantes a elevada [P], y se cumple la condicién que [P] >> >>Kd

siendo Kd = 1/K, la ecuacién se reduce a:

m ‘.
__ proteina ___
q= = Qmax (ec.3)
myp
despejando, resulta:
mproteina = Qmax-MNp (EC. 4’)

Por lo que al incubar una cantidad constante de nanoparticula, myp, con cantidades crecientes de proteina,

la cantidad de proteina adsorbida, Myroteina, aumentara linealmente.

2. Objetivos

Estudios anteriores del grupo de investigacién permitieron observar que al preparar nanoparticulas de
silice 0 magnetita recubiertas de polielectrolitos de carga opuesta, se producia una correlacion entre el
exceso de polielectrolito utilizado en la sintesis del sistema coloide y la capacidad de recubrimiento de la
nanoparticula resultante, asi como en la capacidad de adsorcidn de las NP a ligandos de alta afinidad. El
recubrimiento crecia de forma progresiva y no saturante con el exceso de polielectrolito afiadido, dando
lugar a lo que se denominaron superestructuras. Dichas superestructuras aparecian cuando el
recubrimiento de la nanoparticula con un polielectrolito catidnico se obtenia en presencia de un exceso
de aniones multivalentes, tales como -S0,> y -PO,*,.

Se determind que la cantidad de polielectrolito que formaba parte del recubrimiento dependia de la
concentracién del anidon multivalente. Estos estudios permitieron demostrar que los aniones multivalentes
actuarian como nodos entre las distintas moléculas de polielectrolito lo que permitia un crecimiento en la
cantidad de polielectrolito que formaba parte del recubrimiento.

En base a dichas observaciones se llevd a cabo la formulacion de la hipdtesis de trabajo y objetivo de mi

trabajo final de master.
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2.1  Objetivo general e hipoteis de trabajo:

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un método que permita utilizar ligandos multivalentes

como las proteinas para aumentar el grosor del recubrimiento de nanoparticulas utilizando un exceso de

polielectrolito.

Hipotesis de partida

Al ainadir a la nanoparticula recubierta con polilectrolito tanto proteina como polielectrolito en exceso se

produciria el siguiente proceso (consideremos un polielectrolito catidnico (+) y una proteina anidnica (-):

1.- Moléculas de proteina (-) se adsorberian al recubrimiento de la nanoparticula formado por el
polielectrolito catidnico (-). Como consecuencia, al recubrirse toda la superficie del polielectrolito la
carga expuesta al medio sera la de la superficie de la proteina (-).

2.- Lapresencia en el medio de moléculas de polielectrolito (+) libre, hard que éste se adsorbiese sobre la
superficie de la nanoparticula (-), de carga negativa al exponerse al medio la ultima capa de proteina
adsorbida,

3.- Las moléculas de proteina se adsorberian sobre el la Ultima capa de proteina y posteriormente las de

polielectrolito, produciéndose una recubrimiento capa-a-capa en un solo paso.

2.2  Objetivos especificos:

e Recubrir de polielectrolitos sintéticos nanoparticulas de SiO; y Fe30,.

e Establecer la sinergia de crecimiento del recubrimiento de la nanoparticula por medio de
polielectrolito positivo y una molécula organica negativa (colorante o proteina)

- Cuantificar la capacidad de carga de las nanoparticulas de silice recubierta por PEI ( NP-SiO,-
PEIl) en ausencia y presencia de PEl libres utilizando azul de tripano (TB)

- Determinar la influencia de la carga del ligando sobre el sistema NP-SiO,-PEl / PEl-libre
comparando los resultados obtenidos con el azul de tripano (4 cargas negativas) y el carmin
de indigo (2 caras negativas).

e Comprobar la hipétesis de trabajo con B-lactoglobulina como proteina aniénica y PEI como
polilectrolito catidnico.

e Comprobar la hipdtesis de trabajo con lisozima como proteina catiénica y PEI-COOH como
polilectrolito anidnico.

e Estudiar la influencia de la fuerza idnica del medio en la formacion de las superestructuras

formadas por nanoparticulas y su recubrimiento de proteina y polielectrolito.
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3. Material y Métodos
3.1 Métodos espectrofotométricos
La espectrofotometria es una técnica ampliamente utilizada en la identificacidn y cuantificacién analitos
por su sencillez, y aplicabilidad. Se basa en la capacidad que tienen las moléculas al absorber energia
luminosa y almacenarla en forma de energia interna. La mecanica cudntica dice que la luz estd compuesta
por fotones y cada uno de ellos tiene una energia de acuerdo a la ecuacién:
Efoton =hv ="hc/4, (ec.5)
Donde h es la contante de planck, v la frecuencia de la onda asociada, c la velocidad de la luz y A su longitud
de onda. Lo que muestra esta ecuacidén es que las moléculas absorben fotones de una determinada
longitud de onda cuya energia es igual a la diferencia entre dos de los estados estacionarios del electron.
Como la diferencia entre el estado fundamental y el estado excitado ha de ser igual a la energia del fotdn
absorbido, se obtiene que la energia absorbida por una sustancia en funcion de la longitud de onda de la
radiacion incidente (espectro de absorcidn) es una propiedad caracteristica de la sustancia.
La intensidad de la luz se atenda al atravesar la celda que contiene la muestra debido a que se produce la
absorcién a una determinada A, cuando la luz recorre una distancia d en una muestra con una
concentracién de moléculas se produce una atenuacion de la intensidad, de acuerdo a la conocida ley de
Lambert-Beer, que relaciona la absorbancia (A) de la muestra con la concentracion (C):
A =d¢[C] (ec. 6)
donde d es la distancia que recorre el haz de luz, que es 1cm y ¢ el coeficiente de extincién molar de la
muestra.
Para las medidas espectrofotométricas el equipo utilizado es el SHIMADZU UV2600/2700 UV-VIS (Tokio,
Japon) y cubetas de cuarzo supra sil con dos de sus caras opuestas pulidas, que permiten el paso de la luz

a través de ellas, permitiendo trabajar tanto en el visible como en el UV.

3.2 Dispersiéon Dinamica de la Luz (Dynamic Light scattering, DLS)
Hay distintas técnicas que permiten la caracterizacién del tamafio de las nanoparticulas, entre ellas se
encuentra la dispersién dindmica de la luz (DLS), se trata de una técnica rapida, y no invasiva. Es
considerada una técnica de eleccion para la caracterizacion fisicoquimica de suspensiones coloidales [8],
siendo capaz de medir tamafios submicrométricos de particulas en suspension.
La medida consiste, basicamente, en hacer incidir un laser sobre las particulas en suspensidon que se
encuentran fluctuando en el fluido con un movimiento browniano, movimiento zigzagueante aleatorio de

la particula, por lo que el laser mide las fluctuaciones temporales de la luz dispersada, a partir de lo que se
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determina el coeficiente de difusidn translacional (D) y este lo correlaciona con el didametro de la particula

con la ecuacion [43]:

KT
- 3nn d(h)

(ec.7)

D: coefiente de difusién translacional

K: constante de Boltzman

d(h): didmetro hidrodinamico

T: temperatura

1: viscosidad

Las particulas de la dispersién se mueven mas rapidamente cuanto mas pequefias son. Por otro lado, la
intensidad de la luz dispersada aumenta con el tamaiio de las particulas. Por tanto, midiendo la variacion
temporal la intensidad de la luz dispersada, la técnica de DLS permite obtener la distribucién de tamanos
de la dispersidn analizada.

El didmetro de las particulas que se obtiene utilizando esta técnica es el didmetro hidrodindamico, a
diferencia de otras técnicas como podria ser la microscopia electrénica de transmisién, debido a la
realizacion de las medidas en disolucion la particula incluye la esfera de solvataciéon, que la acompana en
el movimiento, ver llustracion 21. El equipo elabora una correlacién de la intensidad de la sefal en un
determinado tiempo (t) y lo compara con la intensidad a una diferencia de tiempo (At), con esta
correlacién, que es clave, dado que cuando la correlaciéon se pierde rapidamente significa que las
fluctuaciones son rapidas, indicando elevada difusién y por lo tanto particulas de pequefio tamafio. El

tratamiento matematico de la sefial detectada en funcién del tiempo permite calcular la distribucidn de

tamafio de la muestra analizada [43].
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llustracion 21.Radio hidrodindmico de una nanoparticula en suspension coloidal.
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3.3  Potencial Zeta
Con este mismo DLS se puede obtener medidas del potencial Zeta que es una medida de la densidad
superficial de carga de la nanoparticula [24, 43]. El valor del potencial Z se deduce a partir de la movilidad
electroforética de las nanoparticulas en un campo eléctrico [43]. Las nanoparticulas cargadas al aplicar un
campo eléctrico se dirigen hacia el electrodo de carga opuesta. Cuando las fuerzas atractivas se compensan
con la viscosidad del medio, las particulas se moveran a velocidad constante, este valor de velocidad se

.ps s v . ,
conoce como movilidad electroforética (pe); 1, = z donde v es la velocidad de las particulas y E el campo

eléctrico. A partir de este valor y con la funcién de Henry se obtiene el potencial Zeta. La funcién de Henry

gue relaciona movilidad electroforética con el potencial Zeta seria [43]:

f(ky) = ke 11 (ec. 8)

287

1: viscosidad del medio

€: constante dieléctrica

Z: potencial Zeta.

El potencial Zeta es un parametro clave para conocer que el sistema coloidal es estable, dado que la
presencia de carga indica que se producen repulsiones electrostaticas entre las particulas dispersas, por
lo que a mayores valores de potencial Zeta (en valor bsoluto) mayor estabilidad del sistema coloidal, por
el contrario cuando el potencial Zeta es préoximo a cero, el sistema coloidal tiende a coagular y formar
precipitados en el fondo de la disolucidn.

El uso del DLS es una técnica de facil manejo y de rapidos resultados, pudiendo permitir la identificacion

de los recubrimientos efectuados sobre la nanoparticula.

3.4 Recubrimiento de Nanoparticulas

3.4.1 Recubrimiento de NP-SiO; con polielectrolito
La preparacion de NP-SiO; recubiertas con PEI (NP-SiO,@PEl) se llevd a cabo a partir de nanoparticulas de
silice comercial CAB-0O-Sil, como muestra la llustracion 22, segun el protocolo descrito a continuacion: Se
prepara una disolucidn [NP-SiO;] =5 mg/mLy otra de [PEI] = 50 mg/mL. Antes de usar el PEIl se ajusta a pH
a 7 y se adiciona tampdn HEPES, permitiendo mantener la disolucion alrededor de pH 7.
Una vez preparadas ambas disoluciones se ponen a agitar cada una de forma individual y para recubrir las
NP-SiO del PEl, se hace en condiciones de exceso de PEl. Se adicionan la dispersién de silice (de 100uL en
100puL con micropipeta automatica) sobre la disolucidn de polielectrolito bajo condiciones de agitacién
vigorosa. La dispersidn resultante se deja incubar 24 horas con agitacion, tiempo suficiente para que se

produzca el recubrimiento. Tras este periodo, la dispersidn se centrifuga 30 minutos a 13000 rpm y se lava
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el pelet con agua, repitiendo este proceso por triplicado. En cada lavado la muestra se somete a sonicacion
en bafio por un periodo de 15 minutos, para favorecer la desagregacion de las NP formadas. Finalmente,
se resuspenden en 40 mL de H,0 y sonican por un periodo de 45 minutos, obteniendo el tamafio de
particula deseado. El llevar a cabo este proceso de lavado junto al sonicado permite favorecer la obtencion
de particulas individuales recubiertas de PEIl. Durante el proceso de recubrimiento y resuspensién de las
nanoparticulas se sigue la evolucidn del tamario de las NP-SiO,@PEI mediante DLS y la carga de la NP antes

y después de su recubrimiento.

NP'SIO,

—>
—_—
—>
PE ' N
N /L Pelet i
i] 1 o Ultracentrifuga Queda:;:: el ggr’:“::r;:g%%z Resuspender

resuspender

llustracion 22. Preparacion y recubrimiento de NP-SiO; a partir de CAB-O-SIL ® M-5 y un polielectrolito ambos comerciales.

3.4.2 Recubrimiento de Nanoparticulas de magnetita. NP-Fe;04

Las NP-Fe;0, seleccionadas para la realizacion de los experimentos habian sido previamente sintetizadas
en el laboratorio. Se trabajo con NP-Fes0, recubiertas con el PEl o PEI-COOH. La sintesis del nucleo
magnético se realizé utilizando el método solvotérmico. El recubrimiento se realizé incubando el PE con
las NP-Fe304 por un periodo de 16 horas. Posteriormente, se procedia al lavado con agua milliQ y
decantacion magnética de las NPs para eliminar el exceso de polielectrolito. Una vez obtenidas las
nanoparticulas se caracterizaban en base a su tamafo y potencial Z mediante DLS.

También estaba prevista la realizacion de experimentos con NP de magnetita recubiertas de silice. La
metodologia de sintesis de NP-Fe304/SiO; se estaba poniendo a punto en el laboratorio, ver llustracién 23,
partiendo de NP-Fe;04 coloidales obtenidas por el método de co-precipitacion y utilizando metodologias

sol-gel, basadas en el proceso Stéber [60,13].
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FeCl;
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{ Fes0,4} { Fe;0,@Si0, }

llustracion 23 .a) llustracion esquemdtica del procesos de sintesis de NP-FesO4 recubiertas de silice
[13]. B) Imagen de TEM de Fe;0,@SiO; [31]

Estas nanoparticulas hibridas NP-Fes04/SiO, serian recubiertas posteriormente por polielectrolitos de
carga positiva el PEI o PDADMA para obtener NP con carga positiva a pH fisioldgico. Para la obtencion de
NP de carga negativa se optaria por la realizacidn de un recubrimiento multiple (con la técnica LbL) de PEI-

COOH en la capa mas externa sobre NP-Fe30,4/SiO,@PEI.

3.5 Cuantificacidn de las nanoparticulas

3.5.1 Cuantificacidn por residuo seco de NP-SiO;
La cuantificacion de las nanoparticulas de silice recubierta con polielectrolito, NP-SiO,@PEl, se realiz
determinando la cantidad de residuo seco de muestras de volumen conocido sometidas a desecacién a
120 oC. Se toman tres muestras de 1 mL de la disolucion final (NP-SiO.@PEIl) en un eppendorf de 2mL, que
ha sido perforado y pesado previamente. El termobloque se pone inicialmente a 80°C durante 16 horas y
pasado este tiempo se aumenta a 120°C por un periodo de 3 horas mas, tras este tratamiento térmico se

enfria y pesa, hasta obtener pesada constante, en balanza analitica.

3.5.2 Cuantificacidn espectrofotométrica de NP-Fe304
La cuantificacion de las nanoparticulas de magnetita recubierta de PEl, NP-Fes0,@PEl, se realiza
disolviendo la particula en medio acido y determinando la cantidad total de hierro utilizando la 1,10-
fenantrolina como indicador, que es una adaptacion del método de Stucki y Anderson [61]. Esta reaccion
(reaccidn 3) se basa en la formacion de un complejo de coordinacién entre la 1,10-fenantrolina y el Fe?*,
de forma que se necesita la accion de un agente reductor, en nuestro caso es la hidroxilamina que
transforma el Fe** en Fe?*, dando un compuesto orgénico heterociclico, con el ion Fe?*, ver llustracién 24.
El complejo formado es altamente estable y presenta una fuerte absorcion en el espectro visible con un
maximo a 512 nm, lo que permite la cuantificacidn del idn Fe?* por comparacién con una recta de calibrado

preparada en condiciones semejantes. De forma que el hierro total se cuantifica como Fe?, no Fes0,, para
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ello se ha disolver la particula en medio fuertemente acido y transformar previamente todo el hierro a

Fe?

llustracion 24. Complejo de coordinacion del Fe2* con la fenantrolina

La reaccion entre el hierro y la fenantrolina tiene una estequiometria 1:3 y es la siguiente:
Fe?*(ac) + 3 phen(ac) - Fe(phen)g,2+ (ac) (Reaccidn 3)
El procedimiento experimental corresponde al siguiente:
Previo a la cuantificacidn, se sonican las muestras para disgregarlas.
a. Disolver las NP-Fe30,@PEI en HCI. En un eppendorf de 2 ml se adiciona:
1400 pL de HCI 5 M + 100 pL NP-Fe304 + termobloque 60°C 3 horas (tapados) = Disolucion A
b. Sise dejan en medio acido no se produciria el equilibrio con la fenantrolina, para ello se prepara
la disolucion siguiente justo antes de medir espectrofotométricamente.
100 pL Disolucién A + 500 pL Hidroxialmina + 1400uL AcO” 1M (pH 5) = Disolucion B
c. Con esta disolucion B se preparan distintas muestras en la que se adicionan volUmenes crecientes
de Disolucién By 200 pL de Fenantrolina, completando con agua hasta un volumen de 1500 L. Se
determina la absorbancia a 512 nm de cada muestra y con el coeficiente de extincién molar (¢ =
16284 Mcm™) se obtiene la concentraciéon de Fe en cada muestra. Se representa concentracion
frente a Vo/Viotal Y S€ Obtiene la pendiente del ajuste a una recta que pasa por el origen. A partir
del valor de la pendiente obtenida tras la correccidon por todas las diluciones hechas y la
estequiometria se obtiene la concentracidon de la muestra de NP-Fe;04@PElI como mg/mL de

Fe304.

mg) _ pendiente - factor de dilucion total - PM (magnetita)

Fe,0,] (2
[Fe304] (mL 1000 - 3
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3.6 Determinacion de la capacidad maxima de adsorcion y sinergia del crecimiento de
NP@PE con colorantes

Como primera aproximacién al estudio con biomoléculas de caracter proteico, que permite establecer la
sinergia de crecimiento entre nanoparticula (NP@PE), biomolécula y polielectrolito, se trabaja con dos
colorantes el Azul de tripano y el Carmin de indigo. Como parametro fundamental indicador de la
existencia de sinergia se seguira la capacidad de adsorcidn o capacidad de carga de los sistemas formados
por NP o NP/PE libre.
Como no se tiene valores de referencia de la capacidad de carga del sistema coloidal formado por NP-
SiO,@PEIl, se ha de obtener de forma experimental. Para ello, se preparan varias muestras a valores
crecientes de concentracién de nanoparticula recubierta de PElI (NP-SiO.@PEl) y se adiciona un valor
constante de [TB], se dejan incubar por un periodo de 3 horas, tiempo suficiente para que se produzca la
adsorcion del colorante. Posteriormente, se centrifugan las muestras (30 minutos a 12000 rpm, rotor F44-
12-11) para separar el pelet del sobrenadante, quedando en el sobrenadante el colorante que no se ha
adsorbido y se mide la absorbancia a 610 nm. La absorbancia obtenida permite, a través de la ley de
Lamber-Beer, determinar la concentraciéon de TB no adsorbida y asi elaborar una grafica como la de la
llustracién 25, en la que se representa la cantidad de colorante en el sobrenadante (colorante no
adsorbido) en funcion de la cantidad de nanoparticula afiadida. Tal y como se observa en la llustracion 25,
para una concentracién dada de TB al ir aumentando las concentraciones de NP-SiO,@PEI disminuye la
concentracién de TB que queda en el sobrenadante. Este comportamiento refleja que a mayores
cantidades de NP-SiO,@PEI mayor es la cantidad de TB que es adsorbida, hasta llegar a un punto donde la
cantidad de TB resultante en el sobrenadante es cero debido a la adsorcion completa del TB sobre las NP-
SiO,@PEL.
A partir de la pendiente de la recta de la zona inicial se obtiene el parametro gmax, que como indica la

ecuacion 4 corresponde a

mproteina = Qmax-MNp
A esta forma de obtener el valor de gmax directamente de la pendiente de la recta obtenida por la

representacion de los valores experimentales la denominamos método 1.
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Método 1
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llustracion 25. Obtencion de la gmax por el método 1

En el presente trabajo la hipdtesis de partida es la formacion de una superestructura que implica el
crecimiento del recubrimiento de la nanoparticula mediante la interaccion sinérgica de proteina y
polielectrolito. Las moléculas de ligando deberian actuar como nodos entre las capas del PE, creando la

superestructura que se puede ver en la llustracion 26.
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llustracion 26. Formacion de la superestructura a partir de una nanoparticula recubierta de polielectrolito, biomolécula y exceso
de polielectrolito en la disolucion.

Para probar que es mecanismo del crecimiento del recubrimiento es el planteado en la llustracion 26, se
pretende determinar la cantidad maxima de ligando (colorante o proteina) adsorbido por unidad de masa
de nanoparticula, gmax. Sin embargo, el proceso tiene tres variables de las que dependera: las cantidades
individuales de nanoparticula, proteina y polielectrolito. Con objeto de realizar un estudio sistematico, se
decidi6 mantener constante el cociente de concentraciones de ligando (colorante o proteina) y

polielectrolito y variar la cantidad de nanoparticula, NP@PE..

m (ligando)

cociente =
m (PE)

(ec.9)

En el caso del azul de tripano, TB, y PEI (polielectrolito) se prepararon muestras en las que se mantuvo

constante el cociente TP/PEI, y se vario la cantidad de nanoparticula (SiO,@PEIl) presente en la dispersion.
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Tras un periodo de incubacidn de 3 horas en agitacidn, y posterior centrifugacion por un periodo de 30
minutos a 12000 rpm se mide la absorbancia del sobrenadante. Al representar la cantidad de colorante
presente en el sobrenadante (no unida a la nanoparticula) frente a la cantidad total de nanoparticula
presente en la dispersion, se obtiene el valor de gmax (Mmasa de TB que adsorbe la unidad de masa de NP,
ver llustracidn 25 y ec. 5). El experimento se repitid para distintos cocientes TP/PEI 0.0; 0.1; 0.25; 0.5; 0.75
y 1.0. Al analizar los resultados obtenidos por este método 1y debido a la variacion simultanea de relacion
entre biomolécula/nanoparticula y biomolécula/PE libre, se produce un error sistematico, reflejado en la

Ill

llustracidén 27. Como se observa en la representacion, la esperada “zona lineal” tienen tendencia a curvarse

hacia abajo. Esto hace replantear la metodologia utilizada en la determinacion del valor de gmax.

Qmax Método 1

£ .

S~

Qo

E

)

t‘ °

[SiO,@PEI] (mg/mL)

llustracion 27. Obtencion del valor de qmax en presencia de exceso de PE libre por el método 1

El cambio de metodologia experimental para la determinacién del valor de gmax se basé en determinar el
“punto de equivalencia” o de “saturacién” de la nanoparticula. Para ello, se mantiene constante la
cantidad de nanoparticula y polielectrolito y a la se afaden cantidades crecientes de colorante (TB).
Como muestra la llustracion 28, al comienzo (en presencia de un exceso de nanoparticula y polielectrolito)
todo el ligando queda adsorbido por lo que no se detecta en el sobrenadante.

Una vez que la superficie de nanoparticula se satura con ligando, el exceso de colorante permanece en el
sobrenadante, cuya concentracion aumenta linealmente.

El punto de equivalencia se determina como el punto de corte de la linea recta definida por el aumento
de la cantidad de colorante en el sobrenadante en funcion de la cantidad total inicialmente afadida y el

eje X.

30



Método 2

2 .
- Pto. de
E equivalencia
Qo °
E
=
E .
L J
L)
3 L 2 L 2 L
[TB](mg/mL)adicionado

lustracion 28. Obtencion de qmax por el método 2.

A partir del punto de equivalencia, correspondiente al valor de TB maximo adsorbido, se divide por la
cantidad de NP-SiO,@PEI utilizada en el experimento y se obtiene el valor de gmax. Esta forma de calcular
el valor de gmax a partir del punto de equivalencia se le llama método 2.

Una vez calculados los valores de gmax para distintos cocientes PEI/TB: 0.0; 0.1; 0.25; 0.5; 0.75 y 1.0; se
elabora una gréfica representando el cociente vs qmax. Esta grafica permitie estudiar el tipo de tendencia
gue sigue el nuevo método de crecimiento sinérgico, que segun la hipdtesis propuesta se esperaria que
fuese lineal.

Una vez establecida la metodologia de crecimiento, se verificd con otra molécula distinta también de carga
neta negativa a pH 7, el carmin de indigo (IC). El carmin de indigo, representa una disminucién del 50% de
la carga que expone con respecto al TB, lo que permite determinar la influencia de la carga del ligando en
la formacién de la superestructura. Nuevamente se estudia la capacidad del sistema formado por NP-
SiO,@PEI al ponerlo en contacto con un determinado exceso de PEl libre y concentraciones crecientes de
IC, para formar una superestructura con mayor capacidad de carga que se compara con la obtenida en
ausencia del exceso de PEI libre. Con esta otra molécula se aplicd directamente el método 2 para la
obtencidn de los valores de gmax para cocientes IC/PEl de 0; 0,1; 0,25; 0,5, que permiten ver la relacion de

Omax al aumentar el cociente de concentraciones.
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3.7 Desarrollo previsto inacabado o no realizado

3.7.1 Sinergia de crecimiento entre NP@PE y Biomoléculas
Una vez obtenidos los resultados con los colorantes TB e IC, ambos con carga negativa, y establecida la
metodologia de cuantificacién de gmax, se planificé el estudio con proteinas modelo.
Las proteinas modelo seleccionadas fueron la B-Lactoglobulina (R-LG), como modelo de proteina cargada
negativamente a pH fisioldgico, y la lisozima (LZM), como proteina de carga positiva. Los recubrimientos
de las nanoparticulas estarian formados por polielectrolitos de carga opuesta a la proteina a adsorber, PEI
para B-LG y PEI-COOH para LZM.
Se decidid cambiar el tipo de nucleo de la nanoparticula, en lugar de NP-SiO; las particulas utilizadas serian
de magnetita (NP-Fes0,). La razdn fue puramente metodoldgica ya que la separacion magnética de las
nanoparticulas (en contraposicion a su centrifugaciéon) hace mas sencillo el trabajo experimental,
especialmente cuando los polielectrolitos forman complejos insolubles con las proteinas utilizadas.
A partir de NP suministradas en el laboratorio (NP-Fes0,@PEIl y NP-Fe;0,@PEI-COOH) sintetizadas por el
método solvotérmico y ya recubiertas, tras su cuantificacidn, se planificaron los experimentos a realizar
para establecer la sinergia del crecimiento. Se disponia de dos sistemas: el formado por R-LG, NP-Fe304
@PEl y PEI libre ; y el de LZM, NP-Fe304.@PEI-COOH y PEI-COOH libre.
Los experimentos serian analogos a los descritos para las NP-SiO,@PEI y colorantes, con la diferencia de
cambiar la centrifugacién por decantacion magnética. Se determinaria un primer valor de gmax €n ausencia
de polielectrolito libre y luego gmax a distintos cocientes proteina/polielectrolito utilizando el método 2
(manteniendo constante la concentracion de NP-Fe;O,.@PE y con concentraciones crecientes de proteina).
Nuevamente, la concentracién de molécula no adsorbida, en este caso proteina, se determinaria por
métodos espectrofotométricos a partir de la absorbancia a 280 nm del sobrenadante. En estas medidas
espectrofotométricas se haria siempre un barrido de 260-400 nm para tener el espectro completo,
verificando la estabilidad y homogeneidad de la disolucién de proteina. En caso de apreciarse valores de
absorbancia no despreciables entre 350-400 nm se realizaria un tratamiento de las disoluciones,
presumiblemente un cambio de pH, para evitar errores en la determinacion debido a la presencia en el
sobrenadante de particulas en suspension (probablemente complejos proteina-polielectrolito).
Unicamente se pudieron realizar medidas preliminares con NP-FesOs @PEI-COOH y LZM. Se traté de
determinar la gmax €n ausencia de PEI-COOH libre por el método 1 y se realizd un primer intento de
crecimiento sinérgico con polielectrolito libre. Sin embargo, los experimentos revelaron cierta
inestabilidad de las NP-FesO, @PEI-COOH, por lo que se decidié variar ligeramente el abordaje utilizado

para obtener las nanoparticulas magnéticas. En lugar de particulas NP-Fe30, directamente recubiertas de
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polielectrolito, se trabajaria con NP-Fes0,4 recubiertas de silice, que crearia una capa “estabilizadora”
alrededor del nucleo magnético.

La metodologia de obtencién y recubrimiento estaba siendo puesta a punto por personal del laboratorio,
ver llustracion 23. Tal y como se ha descrito previamente, a partir de nanoparticulas magnéticas
sintetizadas por co-precipitacién, se hace crecer una capa de silice mediante el proceso Stober. La
superficie expuesta es, por tanto, SiO, que se recubriria directamente de PEl o de PEI-COOH mediante LbL
sobre un primer recubrimiento de PEI.

Con estas nuevas particulas suministradas por el personal del laboratorio (NP-Fe30,4/SiO,@PEl y NP-
Fe304/SiO,@PEI@PEI-COOH) se pretendia estudiar la sinergia de crecimiento. R-LG y LZM serian las
proteinas modelo y se utilizaria la metodologia anteriormente descrita para NP-Fes0,@PEl y NP-

Fes0,@PEI-COOH.
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llustracion 29. Sinergia de crecimiento en un unico paso a partir de una NP-SiO,@PE al ponerla en una misma solucion que contiene
PE y biomolécula.

3.7.2 Influencia de la fuerza id6nica en la sinergia de crecimiento entre NP@PE y
biomoléculas

Finalmente, con el objetivo de determinar la influencia de la fuerza idnica sobre la formacién y estabilidad
de las superestructuras, se llevarian a cabo experimentos en presencia de NaCl variable. La presencia de
sales en el medio debe influir en la adsorcién de la biomolécula al polielectrolito, ya que las interacciones
son principalmente electrostaticas. La presencia creciente de sal puede disminuir la adsorcién observada
en los experimentos anteriores, debido al apantallamiento que sufren las cargas por los iones presentes
en el medio. En medio fisiolégico la fuerza idnica suele ser aproximadamente de 100-150 mM. Se
realizarian experimentos en ausencia de PE libre y con un exceso de PE determinado gmsx €n funcion de la
concentracién salina: 0; 50; 100; 150; 200 y 250 mM de NacCl.
Ademas, si la disminucidn en gmsx resultase ser elevada, por la presencia de NaCl en el medio, se estudiaria
la posibilidad de producir la desestabilizacién de superestructuras ya formadas por adicion de NaCl como
método de liberacion de la biomolécula. Para ello, se formaria la superestructura en ausencia de fuerza

idnica a una determinada concentracion de NP, proteina y PE libre, tras decantacion magnética y
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eliminacion del sobrenadante se procederia a resuspender las nanoparticulas en presencia de NaCl. Tras
una segunda decantacion magnética se cuantificaria la presencia de proteina en el sobrenadante para
determinar su libracién. Podria caracterizarse la estabilidad de la proteina liberada por dicroismo circular,

fluorescencia o calorimetria y compararse con la proteina nativa intacta.

4, Resultados y discusion

4.1 Recubrimiento de las NP-SiO2 con PEI
A partir de NP-SiO, comerciales para obtener NP-SiO,@PElI, se prepard una disolucién de NP-SiO; sonicada.
Se caracterizd el tamano y la carga de las nanoparticulas antes del recubrimiento siendo su didmetro
hidrodindmico =160 nm y presentando carga neta negativa a pH 7 (pZ=-24 mV). Después del tratamiento
con PEI (incubacidn en agitacion, sonicacion, lavado y resuspension) se volvié a determinar el didmetro
hidrodindmico y potencial Z obtenido, para determinar el correcto recubrimeinto, mediante DLS. El
tamano de las NP-SiO,@PEI resultantes fue de 146 nm con una polidispersidad de 0,136 y un potencial Z
de +25 a pH 5,83. Los valores determinados reflejan que el sistema coloidal formado tiene el tamafio
6ptimo, homogeneidad en la poblacién, estabilidad coloidal y que el recubrimiento ha sido efectivo. Los
datos de caracterizacidon de tamafo y potencial Zeta estan recogidos en la tabla 4, donde se incluyen
ademads los valores de tamafio durante el recubrimiento. La necesidad de disgregacion de las
nanoparticulas por ultrasonido durante el recubrimiento y tras las recuperaciones se muestra

imprescindible para la obtencon de NP “individualizadas”.

Tratamiento Tamafio (hm) Polidispersidad Potencial Z (mV)
NP-SiO, Disolucion pH 7 161+3 0,195 24+1
NP-SiO,@PEI Exceso PEI 799 £3 0,473
NP-SiO,@PEI Exceso PEIl, sonicacion. 213+3 0,214

centrifugacion, lavado

NP-SiO,@PEI Ly
y sonicacién

146 + 3 0,136 +25+ 1 (pH 5,83)

Tabla 4. Caracterizacion diametro y potencial Zeta de NP-SiO,@PEI por DLS.

La cuantificacién de NP-SiO,@PEl se realizd por residuo seco en termobloque hasta pesada constante,
obteniendo un valor de 30,1 mg/mL de NP-SiO,@PEI.

La eleccién del PEI para el recubrimiento se debe a su peso molecular y ramificacion, dado que incrementa
la probabilidad de formar estructuras complejas. Ademas, es ampliamente utilizado en la bibliografia y por
lo tanto estd bien caracterizado. Preliminarmente, también se llevd a cabo el recubrimiento con
PDADMACI de alto peso molecular (400-500 kDa), que presenta como ventaja la independencia de su carga
con el pH. Sin embargo, finalmente se optd por el PEl ya que permite su derivatizacién para formar PEI-
COOH. De esta forma, con una misma base estructural se dispone de un polilectrolito con carga positiva y

otro con carga negativa.
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4.2  Sinergia de crecimiento con TB

Como primera aproximacion para establecer la sinergia de crecimiento entre una biomolécula y el
polielectrolito, se trabaja con el colorante Azul de tripano.

Se procedid a obtener los valores de gmax, para el sistema formado por NP-SiO,@PEI con el método 1 en
ausencia de polielectrolito libre. En el método 1, tal y como se ha descrito previamente, se adicionan
concentraciones de NP-SiO,@PEI creciente y constante de TB, las muestras se dejan incubar por 3 horas
para que se produzca la adsorcion. Se centrifuga y separa el pelet, donde se encuentran las nanoparticulas
con el colorante adsorbido, del sobrenadante. Este sobrenadante, que es donde queda el colorante sin
adsorber, se mide a 610 nm. A partir de la absorbancia del sobrenadante se determina la cantidad de TB
no adsorbido y se representa frente a la concentracién de NP-SiO,@PE| afiadida, pudiendo asi elaborar la
grafica de la llustracién 30. A partir de la pendiente de la zona lineal inicial se puede obtener directamente
el pardmetro gmax (pendiente = -gmax), que tiene un valor de 0,190 mg TB/mg NP. La grafica, ademas de
proporcionar de forma directa el valor de gmax, permite hacer una aproximacién inicial mas intuitiva de los

valores de concentracion de NP-SiO,@PEl y de TB requeridos en el método 2.

Método 1. g
y =-0,1901x + 0,0118

1,20E-02 . R? = 0,9999
1,00E-02 .
8,00E-03

6,00E-03 .

mgTB mgre
_ = — Aoy = (- DE_)- 0,19 __T812__
4,00€-03 Qmax MENPSiO2@PEI MENPSiO2@PEI

[TB] (mg/ml)no adsorbido

2,00E-03

0,00E+00 . .
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

[SiO,@PEI] (mg/mL)

llustracion 30.0btencion de gmax por método 1.

Para determinar la sinergia del crecimiento y posible formacion de superestructuras por la presencia de
PEl libre, se llevaron a cabo una segunda tanda de experimentos en presencia de polilectrolito en exceso.
Para una cantidad de TB constante se afiaden concentraciones crecientes de NP-SiO,@PEl, ademas, a las
muestras se les adiciona PEl libre. La cantidad de PEl adicionado con respecto a la cantidad de NP-SiO,@PEI
se mantiene constante, y es lo que hemos definido como Ratio. Se realizaron experimentos a Ratios 0,1y

0,5 mg/mg.
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llustracion 31. Determinacion de qmax por el método 1 para Ratio 0.1y 0.5

Las graficas obtenidas, llustracién 31, a partir de la representacion de los datos experimentales, muestran
cierta curvatura. Segun la tendencia observada pareceria que a bajas concentraciones de NP la adsorcidn
fuese menor que a concentraciones moderadas, proximas a la zona de adsorciéon total. Este
comportamiento, no lineal y complejo, se atribuye a la variacidn relativa de la cantidad de ligando (azul de
tripano) con respecto al exceso de polielectrolito libre. En la zona inicial el exceso de ligando es muy grande
Yy, por tanto, no se produce practicamente unidn de un mismo ligando a varias cadenas de polielectrolito.
No se favorece la unién simultanea del TB al polielectrolito del recubrimiento y el polielectrolito libre en
disolucién para formar la superestructura. Seguramente, tampoco se produce unién entre varias cadenas
en disolucién, ya que todo el polielectrolito tanto libre como en la nanoparticula puede “saturarse” con el
exceso de TB. Al aproximarnos a la zona donde la concentracién de ligando no es tan elevada con respecto
a NP-SiO,@PEl y PEl libre, se favorece el anclaje del ligando (TB) a varias cadenas de PE (alguna de ellas
formando parte del recubrimiento). Esta funcién de “puente” del TB entre cadenas de polielectrolito es
fundamental para la formacién de la superestructura. EI comportamiento observado, aunque parece
corroborar la posibilidad de formacion de superestructuras bajo ciertas condiciones, no permite
cuantificar de forma adecuada el valor de gmax. El valor pareceria mas proximo al que se obtendria de la
pendiente del segundo tramo de la curva, concentraciones moderadas de NP. Sin embargo, la
aproximacion realizada para determinar gmax (4 = Qmax) €ra valida cuando [L]>>Kd. Como alternativa se
propone la obtencién de gmax por el método 2. En primer lugar, se determina la gmax €n ausencia de PEI
libre. Todas las muestran contienen cantidades idénticas de NP-SiO,@PEI (0.0502 mg/mL), y se aumenta
la concentracion de TB en cada muestra. Las muestras se incuban durante 3 horas, pasado este tiempo se
centrifugan, quedando en el sobrenadante el TB no adsorbido por la NP-SiO,@PEI, que se cuantifica por
espectrofotometria a 610 nm. El punto de equivalencia al cual todo el TB queda adsorbido se determina a

partir de la interseccidn de la recta con el eje de abscisas, como muestra la llustracion 32.
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Método 2. q,,,, y = 0,8942x - 0,0085

2,00E-02 R?=0,9999
[+]
-]
F-3
5 1,60E-02 .
< e
] ///
] p
2 1,20E-02 Punto ~ e
= de equivalencia /,/'
£ 0,00949mg/mL 7
=5 8,00E-03 A
hﬂ /,/'/
E .
E- 4,00E-03 ///
= 7
0,00E+00 — e ol
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
[TB](mg/mL)adicionado

llustracion 32. Obtencion de gmax por el método

Como el punto de equivalencia determinado es 0,00949 mg/mL de TB y la [NP-SiO,@PEI] utilizada 0,0502

mg/mL, el valor obtenido de:

mgTs ) _ 0,00949mg/mL _ 0,189 mgTB/mg NP.

Amax = ( 0,0502mg/mL

MENPSiO2@PEI

Valor que se tomara como referencia para compararlo con los valores de gmax €n presencia de exceso de
polielectrolito en el medio.

Tanto por el método 1 como por el método 2 se obtiene el mismo valor de gmax ,cuando no hay presencia
de exceso de polielectrolito en el medio, lo que corrobora que ambas aproximaciones son validas para la
determiancion de gmax. La aplicacion del método 2, va a permitir obtener el valor de gmax en los
experimentos de sinergia de crecimiento.

Debido a la presencia de un exceso de polielectrolito en el medio, se espera un aumento de moléculas de
TB que se incorporan a la NP-SiO,@PEI por formacion de la superestructura. Este exceso de PEl se adiciona

a la solucién que contiene las NP-SiO,@PEIl manteniendo una relacidén constante, llamada Ratio, en cada

una de las alicuotas que se tomen de la solucidn resultante. Los Ratios ( ) preparados para

__PEL
NP-Si0,@PEI
llevar a cabo la obtencion de gmax fueron R0.1; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0. A partir de las representaciones de [TB]
no absorbido frente a [TB] adicionado y del ajuste se determina el “punto de equivalencia” para los
distintos Ratios. En la llustracion 33 se muestra como ejemplo las representaciones para R 0,5; 0,75y 1,0.
En dicha representacion se observa a simple vista que al incrementarse la cantidad de PE libre afiadido se

produce un desplazamiento en el punto de equivalencia hacia valores mayores de TB adicionado. Este

aumento en el valor del TB del punto de equivalencia indica un incremento en la capacidad de adsorcion.
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llustracion 33. Obtencion del punto de equivalencia a valores de Ratio 0,5; 0,75; 1,0 de NP-SiO,@PE| y PEI por el método 2.

En la Tabla 5 se recogen los puntos de equivalencia obtenidos por NP-SiO,@PEIl a los distintos Ratios,

también se indica la concentracion de NP-SiO,@PEIl utilizada y el valor de gmax calculado .

Ratio [Sioz@ PEI] max (mgTB> Pequivalencia

(mg/mL) mgyp (mg/mL)
0,00 0,0502 0,189 0,0095
0,10 0,0238 0,799 0,0190
0,25 0,0201 1,816 0,0365
0,50 0,0103 3,724 0,0384
0,75 0,0103 4,621 0,0476
1,00 0,0103 6,757 0,0696

Tabla 5. Recoge los datos de la concentracion de NP-SiO,@PEI, el Ratio, los valores de qmax calculados y el puto de equivalencia
del TB obtenido de la grdfica.

Los resultados presentados en la Tabla 5 muestran que la hipdtesis de trabajo era correcta: el aumento en
la cantidad de polielectrolito afiadido a la dispersién aumenta de forma considerable la cantidad de ligando
gue se adsorbe por unidad de masa de polielectrolito. En presencia de un exceso de polielectrolito igual a
la cantidad de ligando presente (ratio = 1) la gmax ha aumentado en un factor de casi 36 (desde 0,189 hasta

6,757 mg/mg). Como se observa el efecto es muy intenso.
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Sinergia de crecimiento
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llustracion 34. Representacion del Ratio vs Qmax para NP-SiO,@PEI-TB-PEI

Al representar los valores de gmax obtenidos para las NP-SiO,@PEl frente al ratio utilizado, se observa que
la tendencia no es saturable. En realidad, la qmax, aumenta linealmente con el ratio [TB] / [PEI]. Este
comportamiento demuestra que la cantidad de ligando que puede unirse a la nanoparticula deja de
depender de la cantidad de ésta y queda definido por el cociente de concentraciones ligando a
polielectrolito. En otras palabras, se puede ajustar la cantidad de ligando que se adsorbe por unidad de
masa de la nanoparticula simplemente ajustando la cantidad total de polielectrolito presente en el medio.
El valor de la pendiente obtenida es proximo a 6,5 y la capacidad de adsorcidén en ausencia de PE libre
segun la ecuacion de la recta esta entorno a 0,2 mg TB / mg NP, un valor no muy lejano a los 0,19 mg TB /
mg NP obtenidos experimentalmente. Ademas, a partir de los valores de la recta podriamos optimizar las
cantidades necesarias de NP y PE libre necesarias para “secuestrar” completamente el colorante, con el
menor gasto de nanoparticula posible. El estudio podria extrapolarse a otros ligandos o colorantes de
interés pudiendo utilizarse esta aproximacion para la recuperacion o descontaminacion de dichos

colorantes o ligandos en muestras acuosas.

4.3  Sinergia de crecimiento con IC
Para verificar la sinergia de crecimiento y determinar, ademas, la influencia de la carga del ligando, se
llevaron a cabo los mismos experimentos con la molécula Carmin de indigo. El Carmin de indigo es también
un colorante, pero presenta dos cargas negativas menos que el Azul de tripano a priori, una menor carga
podria suponer una menor tendencia a actuar como “puente” intercadena o punto de anclaje del
polilectrolito, lo que se traduciria en una menor capacidad de la carga. La gmax Se calcula a partir del punto

de equivalencia obtenido de la grafica por el método 2, que se representa en la llustracion 35.
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llustracion 35. Obtencion de gmax por método 2 para el IC NP-SiO,@PEI-IC-PEI
En este caso se trabajo con las mismas concentraciones de nanoparticula en todos los ratios, lo que
permitia obtener una grafica conjunta mas visual a la hora de compararlas. En la tabla 6 se recogen los

datos del Ratio, concentracidén de nanoparticula, punto de equivalencia y valor de gmax.

ratio [NP] (mg/mL) Qmax [1C] Pequival (mg/mL)
0,00 0,0502 0,06 0,0028
0,10 0,0125 0,32 0,0040
0,25 0,0125 0,70 0,0087
0,50 0,0125 1,46 0,0182

Tabla 6. Recoge los datos de las concentraciones de NP-SiO,@PEI, el Ratio, los valores de gmax y €l puto de equivalencia del IC
para cada Ratio.

Si se representa la qmax, para las NP-SiO,@PEI frente al ratio, [IC] / [PEI], se observa nuevamente que la
cantidad de ligando adsorbido crece linealmente con el exceso de polielectrolito utilizado. Nuevamente la
tendencia es lineal (no saturable).

Es interesante observar que la pendiente de la correlacion lineal, 2,8, es menor que la observada para el
Azul de tripano, 6,4, tal y como cabria esperar si el mecanismo de crecimiento del recubrimiento alrededor
de la nanoparticula dependiese de la capacidad del ligando para establecer conexiones con moléculas
individuales de polielectrolito. El azul de tripano tiene en su estructura cuatro grupos sulfonato por lo que
podria establecer contactos salinos con un total de 4 grupos amino. Sin embargo, el Carmin de indigo
Unicamente dispone de 2 grupos sulfonato por lo que tendria una menor capacidad de unirse a grupos

amino del polielectrolito. El hecho que las pendientes observadas para el Azul de tripano (llustracion 34)
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y del Carmin de indigo (llustracién 35) se escalen con el niUmero de grupos sulfonato pareceria corroborar

el mecanismo propuesto.

Sinergia de Crecimiento IC
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6 y =2,8x + 0,04
04 R?=0,9978
0,2
0,0

qmax

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
ratio

llustracion 36. Sinergia de crecimiento para NP-SiO;@ PEI-PEley-IC

4.4  Sinergia de crecimiento con NP-Fe:04@PE con proteinas modelo
Una de las aplicaciones fundamentales buscadas con la formacion de estas superestructuras es el
almacenamiento y estabilizacién de farmacos proteicos. Seria un gran avance poder adicionar
simplemente nanoparticulas y un exceso determinado de polielectrolito a una solucién que contiene
proteinas para poder almacenarlas en disolucién acuosa de forma estable por largos periodos de tiempo,
sin perder su estructura o actividad. Seria deseable poder aplicar este tipo de aproximacion a la mayor
cantidad de proteinas posibles, independientemente de su carga. Por ello, es interesante determinar la
capacidad de formacion de las superestructuras con biomoléculas (proteinas) que presenten carga neta
negativa pero también con biomoléculas cargadas positivamente. Teniendo en cuenta que la adsorcion de
la proteina a la nanoparticula es mediada por el polielectrolito y que la naturaleza de dicha interaccion es
fundamentalmente electrostatica, la eleccién de la carga del polielectrolito del recubrimiento dictara el
tipo de proteina que sera capaz de formar las superestructuras. Recubrimientos con PE positivos como el
PEl o PDADMACI permiten la unién de moléculas/biomoléculas de carga negativa, mientras que, PE
cargados negativamente interaccionaran y unirdn biomoléculas positivas. Ademas, los PE libres en
presencia de proteinas con carga opuesta pueden dar lugar a la formacidén de estructuras de mayor o
menor solubilidad [53], segun las proporciones relativas de PE y biomolécula, como los complejos

formados por PE-proteina o los coacervados mostrados en la llustracion 37.
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llustracion 37. Interaccion de cargas eléctricas entre PE y proteina.

La necesidad de constatar que los coacervados u otras posibles estructuras PE-libre/proteina insolubles
no interferiran al centrifugar en los resultados obtenidos, dictaminé el cambio de nanoparticula utilizada.
Los estudios previos al TFM , realizados en el grupo de investigacion, en los que se observé la formacién
de la superestructura con aniones multivalentes se llevaron a cabo con NP-Fe3;0,. La utilizacion de NP-
Fes04 en los experimentos de sinergia de crecimiento con proteinas evitaria el paso de centrifugacién e
independientemente de la presencia de complejos PE-proteina solubles o insolubles, estos no decantarian
magnéticamente, quedando en el sobrenadante. Sélo las superestructuras pueden ser separadas
magnéticamente con un iman, eliminando la posibilidad de decantar al mismo tiempo superestructuras y
posibles complejos insolubles PE/proteina.

Se realizaron experimentos preliminares con las NP-Fe3O4s@PEI-COOH suministradas en el laboratorio y
lisozima como ligando. Se cuantificaron las particulas suministradas espectrofotométricamente por el
método de la fenantrolina (20,2 mg/mL de Fe304 ) y se caracterizd su tamafio y carga por medidas de DLS
(437nm de didmetro y pZ de -37,3 mV a pH5). Utilizando el método 1 (concentracion de proteina
constante, 0,25 mg/mL y NP-Fes0, @PEI-COOH creciente de 0-0,09 mg/mL) se tratd de determinar la gmax
de las NP en ausencia de PEI-COOH libre. Tras cuantificarse la cantidad de proteina no adsorbida en el
sobrenadante, a partir de las absorbancias a 280 nm, no se detectd adsorcidn significativa en el rango
estudiado. Se realizd una medida puntual incrementando la concentracion de NP-FesO, @PEI-COOH a 1
mg/mL y se estimd asi una gmax=0.024 mg LZM/mg NP. La baja gqmax fue en principio atribuida al elevado
tamafio de las nanoparticulas (casi 500 nm), presentando menos superficie especifica que otras de menor
tamafio. Se descarté un fallo en el recubrimiento en base a la medida obtenida a pH 5 de potencial Z. ya
gue en la llustracidn 9 se muestra que a pH 5 la particula desnuda debe presentar valores positivos de pZ.
La llustracién 38 muestra los espectros obtenidos para la disolucidon de LZM incubada en ausencia de NP-
Fes04 @PEI-COOH y en presencia de NP-FesO, @PEI-COOH (1mg/mL) para el sobrenadante tras la

incubacién de 24 horas con las nanoparticulas.
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llustracion 38. Espectro de absorcion de LZM (0,25 mg/mL) incubada en presencia de NP-Fe;0,@PEI-COOH (1mg/mL) y ausencia
de NP-Fe;0,@PEI-COOH (0 mg/mL). Obtencion preliminar por el método 1 de qmax~0,024mgLZM/mgNP.

A continuacioén, se realizaron experimentos de sinergia del crecimiento en presencia de PEI-COOH libre,
donde se mantuvo constante la concentracidn de NP-Fes0,@PEI-COOH a 1 mg/mL, adicionando un exceso
en todas las muestras de PEI-COOH de 1 mg/mL (Ratio 1) y distintas concentraciones de LZM (Método 2

de determinacidn de qmax).

Qmax Método 2.

1,6
1,4 p ——LZM 0,06mg/mL
12 LZM 0,13 mg/mL

LZM 0,25mg/mL
1,0 \ 0LZM 0,38 mg/mL

§ 038 \ PEI-COOH-LZM no NP
0,6
0,4
o —~—
02 \ ~—~——
0,0 =
250 300 350 400
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llustracion 39. Espectro de absorcion de NP-Fe;0,@PEI-COOH, manteniendo constante la [NP-Fes0,@PEI-COOH] (1 mg/mL) con
un exceso de PEI-COOH (1 mg/mL) ( Ratio 1.0) y concentraciones crecientes de LZM con decantacién magnética. Para determinar
el valor de qmax por el método 2.

En la llustracién 39 se muestran los espectros recogidos tras la incubacion y decantacién magnética. Todos
los espectros correspondientes a muestras incubadas con NP y exceso de PE presentan una densidad
Optica elevada y no despreciable para longitudes de onda superiores a 350 nm (intervalo en el que la
proteina no absorbe radiacion electromagnética). Esta absorbancia por su aspecto de cola decreciente al
aumentar A podria atribuirse a la existencia de dispersidn por presencia de agregados proteina-PE. Sin
embargo, el experimento control realizado recogiendo el espectro en ausencia de NP Unicamente con PE
y proteina no presenta dispersidon alguna. Bajo la sospecha de problemas con el stock inicial de
nanoparticulas recubiertas se midi6 de nuevo el tamafio del stock de NP-Fe;0,@PEI-COOH
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determinandose un didmetro de 789,0 nm, significativamente mayor al determinado inicialmente. Se
postuld que debido al proceso de sintesis de las nanoparticulas, el stock podia presentar restos de Fe o
particulas coloidales de pequefio tamafio. Se realizaron lavados con citrato como quelante, se sonicaron

las muestras de NP-Fe;0,@PEI-COOH pero se volvio a observar agregacion con el tiempo.

Nanoparticula Diametro (nm)
NP-Fe;0,@PEI-COOH C+S 459
NP-Fe;0,@PEI-COOH C+S 24 h 654

Tabla 7. Diametro medio de las NP-FesO,@PEI-COOH tras el tratamiento con citrato y sonicacion
(C+S) y a las 24 horas del tratamiento.

Estos resultados, vuelven a mostrar que el tamafio de la NP-Fe;0,@PEI-COOH, no se mantiene a lo largo
del tiempo y que el tratamiento con citrato no ha sido lo suficiente efectivo, dado que vuelven a
aumentarlo. La variabilidad en el tamafio también podria a atribuirse a la liberacién de particulas coloidales
al medio, creando superficies con un recubrimiento incompleto y, por tanto, con tendencia a agregar. La
liberacion de dichas particulas coloidales podria verse acelerada en presencia del exceso de polielectrolito
y formar superestructuras con la proteina y el polielectrolito libre que presenten baja magnetizacién y
dificilmente decantables. En cualquier caso, la inestabilidad detectada en las NP-FesO, @PEI-COOH
desaconseja su utilizacidn ya que afecta a la reproducibilidad de los resultados. Por ello, se decidié variar
ligeramente el abordaje utilizado para obtener las nanoparticulas magnéticas. En lugar de particulas NP-
Fes0, directamente recubiertas de polielectrolito se trabajaria con NP-Fe;0, recubiertas de silice, que

crearia una capa “estabilizadora”, ver llustracion 40.

100 nm Detector = aSTEM1 Mag= 150.00KX Width = 762.2 nm

| — EHT =30.00 kv WD = 21mm Image Pixel Size = 372.2 pm |DYBE
llustracion 40.imdgen de STEM de NP-Fes04 obtenidas en el laboratorio por el método de co-precipitacion y recubiertas de silice
mediante el proceso de Stéber. Como resultado las nanoparticulas recubiertas presentan multiples nicleos magnéticos magnéticos
de pequefio tamafio rodeados por una capa de silice de =15-20 nm de espesor. Imagen del laboratorio de Nanotecnologia del
IDIBE.
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Tal y como se indica en procedimiento experimental, los miembros del laboratorio estaban poniendo a
punto la obencién de NP-Fe;04recubiertas de silice. El recubrimiento evitaria la posible disgregacién del
nucleo de magnetita, estabilizdndolo. Ademas, proporcionaria una superficie de silice analoga a la
recubierta con PEI, previamente, para los experimentos con los colorantes. El recubrimiento con PEI se
realizaria de forma directa para obtener las particulas de carga positiva, mientras que para obtener la
superficie cargada negativamente con PEI-COOH se realizaria un recubrimiento capa a capa PEI/PEI-COOH
(LbL). Con las nuevas particulas se pretendia estudiar la sinergia de crecimiento con B-LG y LZM, como
proteinas modelo utilizando la misma metodologia anteriormente descrita. Era esperable que para ambas
proteinas pudiese darse la sinergia del crecimiento y obtenerse las superestructuras, verificando la validez
de la metodologia propuesta para su uso con proteinas con carga tanto negativa como positiva, en general.
Los valores de sinergia obtenidos, sin embargo, no se esperaba que pudieran ser comparables. Tanto los
polielectrolitos libres como las NP recubiertas por PEl o PEI-COOH presentan diferencias en su carga;
magnitud, distribucidn, etc. no sélo en el signo de la misma, ademas de en su tamafio (NP), lo que variara
su capacidad intrinseca de adsorcion. Por otro lado, las diferencias entre ambas proteinas en tamario,
carga neta y distribucién de cargas tampoco es comparable. La LZM posee una distribucién de carga
bastante homogénea en toda su superficie, mientras que la B-LG posee clusters con zonas de distinta
carga. Teniendo presente que la adsorcidn se produce fundamentalmente por un mecanismo de atraccion
electrostatica, si la proteina no tuviera carga neta se esperaria que no pueda actuar de nodo este sistema
de andamiajes. Por otro lado, proteinas con carga positiva serian nodos en el sistema de PEI-CCOH
(negativo) y las negativas en el sistema PEI. Sin embargo, como ya se ha mencionado, las diferencias en la
distribucion superficial de dichas cargas también tendrda un papel determinante en la capacidad de

formacion de superestructuras, debiendo ser considerado en el caso de cada proteina.

4.5 Influencia de la fuerza Iénica del medio
Dado que la adsorcion de la biomolécula a la nanoparticula presumiblemente es de naturaleza
electrostatica, puede verse influencia por la presencia de iones en la disolucién. Parte de las cargas que
exponen al medio, tanto la nanoparticula como el polielectrolito, se verian apantalladas por un incremento
de la fuerza idnica. Este apantallamiento produce una reduccién de la efectividad de las cargas y como
indican los estudios con los colorantes TB e IC, la sola reduccidn en la carga del ligando ya disminuye la
capacidad de adsorcion y formacién de superestructuras. Ademas, en presencia de alta fuerza idnica
también la carga efectiva del polielectrolito sera menor. Por tanto, la reduccion de la capacidad de
adsorcion esperada sera mayor cuanto mayor sea la fuerza idnica. Estos estudios no se llegaron a realizar,

pero si estaban en los objetivos planteados y se encuentran descritos de forma pormenorizada en el
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procedimiento experimental. Su realizacion habria aportado informacidn acerca de la estabilidad de la
superestructura y la viabilidad de utilizar cambios en la fuerza iénica del medio para modular la liberacion
de la biomdlecula almacenada en la superestructura. Segun los resultados obtenidos se pretendia
determinar la fuerza idnica a la cual practicamente se inhibia la formacién de la superestructura. Es
esperable que a dicho valor de fuerza idnica se pueda producir incluso la desestabilizacion de
superestructuras previamente formadas, liberandose al medio los distintos componentes que la integran.
Este hecho permitiria liberar la proteina y separarla de las particulas por decantacién magnética, ver
llustracién 41. Tras la recuperacion quedaria pendiente determinar si la proteina liberada ha sufrido
cambios en su estructura o estabilidad, comparandola con proteina nativa que no se hubiese sometido al
proceso de adsorciéon y liberacién de la superestructura. En principio existen multitud de ejemplo y
estudios que indican que la adsorcién a superficies solidas mediada por polielectrolitos no produce
generalmete alteraciones en la estructura o actividad de las proteinas [70], contrariamente a lo que ocurre

cuando la adsorcidn a la superficie se realiza de forma directa [71].
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llustracion 41. Liberacion de Biomoléculas encapsuladas en superestructuras por adicion de NaCl
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5. Conclusion y Proyeccidn futura
En este trabajo se han llevado a cabo experimentos de sinérgia de crecimiento para la formacién de
superestructuras. Las superestructuras se formaron por la accion de de nanoparticulas recubiertas de un
polielectrolito, polielectrolito libre en el medio y un ligando de carga opuesta al polielectrolito. Los ligando
fueron los colorante TB e IC, ambos moléculas de carga negativa y las proteinas 3-Lactoglobulina con carga
neta positiva a pH 7 y lisozima con carga neta negativa a pH 7. Para el caso del TB se utilizd PEl como
polielectrolito catidnico, tanto en el recubrimiento de NP-SiO, como de PE libre en la solucidn. La
capacidad maxima de carga en ausencia de PEI libre fue de 0,19 mg TB/mg NP y mostré un aumento
proporcional de la capacidad de carga en los experimentos con exceso de PEl libre que estaba relaccionado
con laformacion de las superestructuras. Se cambio a la molécula IC, para estudiar la influencia del ligando,
utilizando el PEI como polielectrolito catidnico. La capacidad maxima de carga en ausencia de PEl libre fue
de 0,06 mg IC/mg NP y la presencia de PEl libre en la solucién evidencié un aumento proporcional de la
capacidad maxima de carga, pero mucho menor que para el dado con el TB. El experimento reveld que
seguia existiendo sinergia en el crecimiento por la adicién de PEl libre pero que ésta era mucho menor,
atribuyéndose dicho efecto a la menor carga del ligando.
El aumento de la capacidad de adsorcion de la nanoparticula en funcién de la cantidad de polielectrolito
resulta ser lineal para ambos ligandos lo que demuestra que la cantidad de ligando que puede adsorberse
es independiente de la cantidad de nanoparticula utilizada. Ademas, la capacidad de crecimiento del
recubrimiento de la nanoparticula se correlaciona con el nimero de cargas negativas de cada ligando.
Nuestros datos parecen corroborar el mecanismo propuesto mediante el cual las moléculas de ligando
actian como puentes de unién entre moléculas individuales de polielectrolito anclando una mayor
cantidad de polielectrolito y ligando al recubrimiento de la nanoparticula.
Los estudios preliminares con proteinas (LZM), utilizando NP-Fes04 recubiertas de un polielectrolito de
carga negativa (PEI-COOH), no permitieron la adecuada adsorciéon de la proteina y estudio de sinergia por
problemas de inestabilidad intrinseca de la nanoparticula. Se plantea el uso de particulas hibridas
(FesO.@Si0,) formadas por un nucleo magnético y una capa exterior de silice, que a su vez serian
recubiertas de PEl directamente o PEI-COOH mediante la técnica de LbL (Fes0,@SiO,@PE). Esto nos
posibilitaria estudiar la adsorciéon de ambas proteinas modelo una con carga negativa y otra positiva,
corroborando la formacion de la superestructura en proteinas de distinta carga. Ademas, se planteaba
llevar a cabo un estudio sobre la influencia de la fuerza idnica sobre la formacion de las superestructuras
y su utilizacién como método de liberacién de la proteina almacenada.

Otros estudios no planteados en el presente TFM pero que supondrian una continuidad del tema:
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Evaluar la influencia del pH, al igual que se ha hecho con la fuerza idnica, sobre la formacién de las
superestructuras. Por un lado se puede estudiar la influencia de la carga de la proteina utilizando un
sistema en el que la carga del pilielectrolito no varia con el pH (como el PDADMA). También se puede
estudiar como se liberaria la proteina por cambios de pH al cambiar el signo de su carga jugando con

pHs por encima y debajo de su pl.

Estudios de estabilidad en presencia de otras enzimas sobre la propia superestructura ya formada. Por
ejemplo, podria estudiarse la catalasa como modelo de enzima multimérico que pierde su actividad
en condiciones de alta dilucién debido a la disociacidon de sus subunidades. Cuando el enzima se
encuentre adsorbido formando parte de superestructuras similares a las presentadas aqui, seria de
esperar una inhibicion de la disociacidon de sus subunidades con la consiguiente estabilizacion del

enzima.

Estudios relativos a la liberacion controlada de proteinas formando parte de estas superestructuras

mediante competicidn con otros ligandos que muestren mayor afinidad por el polielectrolito utilizado

en el recubrimiento.
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