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RESUMEN
El uso de nanoparticulas magnéticas ha ido creciendo de forma desmesurada durante las ultimas

décadas debido a la gran aplicabilidad que presentan. Podemos destacar su uso dentro del campo de
la biomedicina, donde ya han sido usadas como agentes de contraste en imagen por resonancia
magnética. Aunque aun en desarrollo, se pretenden utilizar como sistemas transportadores de
biomoléculas, sin embargo, estas particulas al ser administradas podrian ser eliminadas del organismo
por el sistema inmune (opsonizacién).

En este trabajo se han obtenido nanoparticulas de magnetita recubiertas con un polielectrolito
anidénico y se ha caracterizado su capacidad maxima para adsorber Lisozima. Con el fin de
reducir/evitar la opsonizacién, proponemos el tratamiento de las nanoparticulas con distintos
polimeros neutros, como polietilienglicol (PEG) de distinto peso molecular (400, 4000 y 35000 g/mol),
polivinil alcohol (PVA) y polivinilpirrolidona (PVP).

Los resultados parecerian indicar que de los polimeros utilizados, tanto el PEG 400 como el PVA
aumentan la capacidad de adsorcidn de la nanoparticula (un 28 % y un 144 % respectivamente)
favoreciendo la opsonizacidn, el PEG 4000 no afectaria a tal fendmeno, y que solamente el PEG de

35000y la PVP lo reducirian un 26 %.

ABSTRACT

Use of magnetic nanoparticles has shown a significant increase during the last decades due to their
numerous applications. In particular, in the biomedical field, where they have been used as magnetic
resonance imaging contrast agents. Their application as drug delivery systems is now in development,
but one of the main problems encountered is their elimination by the immune system (opsonization).

In this work, we have obtained magnetic nanoparticles coated by an anionic polyelectrolyte and
have characterized their adsorption capacity towards hen egg white lysozyme, used as a model cationic
protein. As a working hypothesis, we have studied if several neutral polymers could compete with the
protein for the charged surface of the nanoparticle as a means to decrease the adsorption to the
nanoparticles of some of the proteins present in the biological media that initiates the opsonization
process. In particular, we have studied the effect of polyethyleneglycol (PEG) of different molecular
weights (400, 4000 y 35000 g/mol), polyvinyl alcohol (PVA) and polyvinylpirrolidone (PVP).

The results suggest that PEG 400 and PVA increase the nanoparticle adsorption capacity (28% and
144%, respectively) promoting opsonization while PEG 4000 has a negligible effect and PEG 35000 and

PVP reduce the protein adsorption capacity by a 26%.

Palabras clave: NP-PAA, PEG, PVP, PVA, capacidad de adsorcion mdxima, opsonizacion.

Key words: NP-PAA, PEG, PVP, PVA, maximum adsorption capacity, opsonization.



1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, el desarrollo y la caracterizacion de nanoparticulas
magnéticas han ido creciendo desmesuradamente. Gracias a sus propiedades fisicoquimicas
y a su magnetismo, pueden ser empleadas en numerosos ambitos: como sistemas de
refrigeracion magnética, en sistemas de almacenamiento de datos, tratando aspectos
medioambientales o dentro del campo de la biomedicina (Tong et al., 2015; Laurent et al.,
2008). Concretamente, es de gran interés su aplicabilidad biomédica, ya que demuestran ser
un gran avance en ciencia con un futuro muy prometedor. Asi pues, pueden ser, entre otros,
interesantes agentes de contraste en imagen por resonancia magnética, eficientes
marcadores celulares o buenos sistemas de liberacion controlada de farmacos (Gupta et al.,
2005). Es de especial importancia su empleo como vehiculizadoras de farmacos como una
potencial alternativa frente al uso de farmacos convencionales, sobre todo, los empleados
en el cancer. Los agentes quimioterapéuticos y antitumorales habituales son liberados al
torrente sanguineo y se caracterizan por no presentar especificidad por el tejido tumoral.
Como consecuencia, las células y los tejidos sanos también se ven afectados dando como
resultado una alta toxicidad y severos efectos secundarios (Bekaroglu et al., 2017). Con el fin
de paliar este problema, el farmaco antitumoral puede ser adsorbido a la superficie de la
nanoparticula magnética, la cual se dirige bajo la accion de un campo magnético externo al
tejido especifico donde actuara dicho farmaco evitando los indeseados efectos secundarios.
Sin embargo, el principal problema asociado a este sistema de liberacién controlada es el

fendmeno de opsonizacion.

Este fendmeno se describe como el mecanismo por el cual el sistema inmune elimina
agentes extrafios del organismo tales como patdgenos o particulas exégenas. Se basa en el
recubrimiento del agente extrafio por unas proteinas séricas denominadas opsoninas. Existe
una amplia variedad y naturaleza dentro de este tipo de proteinas, pudiendo englobar desde
componentes fundamentales del sistema inmunoldégico, como las inmunoglobulinas y ciertos
elementos del sistema del complemento, hasta proteinas séricas comunes, como el colageno

tipo |, la proteina C reactiva o la fibronectina.

El proceso de opsonizacién (Fig.1) comienza con la unién de la opsonina al elemento que
se desea eliminar. Esta unién esta mediada normalmente por receptoresy ligandos especificos

y da lugar a una fuerte sefializacidon que activa a las células fagociticas, las cuales destruyen el



material exdgeno mediante fagocitosis. En el caso de las nanoparticulas, se ha visto que,
generalmente no son fagocitadas por el sistema inmune sino que son secuestradas en los

sistemas fagociticos mononucleares (MNP) (Owens et al., 2006).

Como consecuencia de la opsonizacién, el sistema inmune tratarda de eliminar las
nanoparticulas magnéticas mediante diversos mecanismos que incluyen la adsorcion de las
proteinas plasmaticas por la superficie de la nanoparticula y posterior desorcién de la proteina
farmacoldgica asi como el reclutamiento de las células fagociticas y componentes del sistema
inmune que median el reconocimiento, digestién y eliminacidn de compuestos extrafios

dentro del torrente sanguineo.

Un posible abordaje para poder emplear las nanoparticulas magnéticas como sistemas de
liberacidén controlada de farmacos y poder dirigirlas hacia los tejidos diana del farmaco es su
recubrimiento con polimeros neutros con grupos hidroxilos semejantes al agua tales como el
polietilenglicol (PEG), la polivinilpirrolidona (PVP) o el polivinil alcohol (PVA). De este modo, el
sistema inmune no detectaria las nanoparticulas como agentes exdgenos que han de

eliminarse y se evitaria, de forma relativamente eficaz, el fendmeno de opsonizacion (Gref et

al., 1995).
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Figura 1. Esquema del proceso de opsonizaciéon en el torrente sanguineo ante la presencia de
nanoparticulas magnéticas sin recubrir por polimeros neutros (A) y recubiertas con PEG (B). (A) Union de
las opsoninas a la nanoparticula (2). Activacidn de macréfagos (3). Acumulacién de las nanoparticulas en
el higado para detoxificar (4). (B) La presencia del PEG reduce la uniéon de las opsoninas (2) y el secuestro
en el higado (3). (Jokerst et al., 2011)



1.1 Nanoparticulas de magnetita.

Los d6xidos de hierro son compuestos comunes en la naturaleza y facilmente obtenibles en
el laboratorio por métodos fisicoquimicos. Sus principales formas son: magnetita (Fes0,),

maghemita (y-Fes04) y hematita (a-Fes04) (Teja et al., 2009).

La magnetita, compuesto de interés en este trabajo, es un mineral de hierro de coloracién
negra perteneciente al grupo de las espinelas. Este mineral se encuentra en un amplio

escenario en la naturaleza, siendo mas comun en rocas igneas, metamorficas y sedimentarias.

La estructura de la magnetita (Fig.2) fue una de las primeras estructuras minerales en ser
definida mediante difraccién de rayos X en 1915 (Bragg., 1915; Nishikawa., 1915) Este tipo de
mineral presenta una estructura tipica correspondiente a las espinelas inversas. Se basa en la
disposicion de los iones de oxigeno (32 0%) formando una red cubica centrada en las caras
(FCC). En cuanto a los iones Fe, éstos se posicionan en funcion de su estado de oxidacion. Los
iones Fe?* se localizan en los huecos octaédricos mientras que los iones Fe** se encuentran en

los tetraédricos.

@ Fe (Asite)
@ Fe (Bsite)

Figura 2. Estructura de la magnetita (Okube et al.,2014).

La principal propiedad y aplicabilidad de la magnetita es su fuerte magnetismo debido a
gue es considerado el 6xido metdlico de transicién con mayor magnetismo. Esta propiedad
viene ocasionada como consecuencia del alineamiento de los momentos magnéticos de
diversos elementos. En funcién de estos momentos magnéticos, existen diversos
comportamientos: ferromagnético, ferrimagnético y antiferromagnético (Teja et al., 2009).

Concretamente, la magnetita es considerada como un compuesto ferromagnético ya que,



todos sus momentos magnéticos se encuentran alineados sin necesidad de la aplicaciéon de un
campo magnético externo. Esta propiedad, junto con su alta biocompatibilidad y su baja
toxicidad, favorece el desarrollo y caracterizacién de nanoparticulas compuestas de este

elemento (Leslie-Pelecky., 1996).

Centrando su aplicabilidad a la liberacién controlada de farmacos, es de vital importancia
conocer qué comportamiento presentan a un pH fisiolégico. Dado que su punto isoeléctrico
(pl) es cercano a 6.5 (Fig.3), se puede concluir que se encontrardn en su forma neutra,
careciendo de cualquier tipo de carga. Como consecuencia, tienden a formar agregaciones
dando como resultado particulas de un didametro aparente mayor al de las nanoparticulas

individuales dispersas.

100 ~
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Figura 3. Representacién del potencial Z de la magnetita frente al pH. Como se puede observar, el punto
isoeléctrico es cercano a 6.5. (Halper et al.,1971)



1.2 Recubrimiento de nanoparticulas magnéticas con polielectrolitos anidnicos.

Una posible solucién planteada por numerosos autores para estabilizar coloidalmente la
nanoparticula de magnetita es recubrirla con un polielectrolito (PE) (Tombdacz et al., 2006;
Mendenhall et al., 1996), el cual puede definirse como un polimero que contiene grupos
ionizables los cuales pueden estar total o parcialmente disociados en disolucién presentando
una elevada carga superficial, lo que nos permitird unir fdrmacos con carga neta opuesta

mediante interaccion electrostatica.

Para llevar a cabo este recubrimiento hemos utilizado el acido poliacrilico (PAA) (Fig.4), un
polimero formado por homopolimeros de dacido acrilico entrecruzados con un alil éter
pentaeritrol. A pH fisiolégico, los grupos carboxilatos que presenta pierden los protones
adquieriendo carga negativa. La principal ventaja de este polielectrolito, es la capacidad
qguelante de dichos grupos carboxilato por los iones Fe que hay en la superficie de la particula,
lo que sumado a la interaccion electrostatica la recubrird de forma eficaz, al mismo tiempo

gue evita su corrosiéon (Hajdu et al.,2012).

O~ OH
N

SN
n

Figura 4. Estructura del acido poliacrilico (PAA). Obtenida de Sigma Aldrich.

A partir de este sistema propuesto de nanoparticula-PE como sistema de liberacidn
controlada intentaremos reducir el fendmeno de opsonizacién tratandolo con polimeros

neutros.



1.3 Polimeros neutros como tratamiento de nanoparticulas de magnetita recubiertas
con polielectrolito (NP-PAA).

Dadas las caracteristicas fisicoquimicas que presentan este tipo de compuestos y los
estudios que se han realizado sobre sus efectos sobre los fluidos bioldgicos, los polimeros son
una pieza fundamental en el desarrollo y caracterizacidon de las nanoparticulas magnéticas
como transportadoras de farmacos. La amplia variedad de materiales candidatos a recubrir
nanoparticulas magnética crece en paralelo al desarrollo de nuevos compuestos poliméricos.

Los empleados para llevar a cabo el objetivo de este trabajo fueron lo siguientes:
1.3.1 PEG

El PEG (Fig. 5-2) es un polimero helicoidal constituido por repeticiones de unidades

formadas por d6xido de etileno (Li, J et al.,2003).

La sintesis del PEG se produce por una interaccién entre el dxido de etileno con el agua,

etilenglicol u oligdmeros de etilenglicol pudiendo ser catalizada por bases o acidos.

El polietilenglicol presenta una gran versatilidad y puede unirse, de forma covalente, a
otras moléculas como proteinas farmacéuticas por un mecanismo conocido como PEGilacién
(Fig. 5-3). Gracias a este mecanismo es posible la modulacion de la solubilidad de la proteina

unida asi como la interferencia en el tamafio final de la nanoparticula (lllés et al., 2015).

1) 2) 3)
u ~°1
o R R
n -
Ethylene glycol PEG PEGylated NP

Figura 5. Estructura quimica del mondmero del PEG (1) asi como del polimero neutro (2). Representacién de una
nanoparticula magnética recubierta por PEG o PEGilada (3). (Jokerst et al., 2011)

La gran importancia que presenta este polimero como recubrimiento de nanoparticulas
reside en su biocompatibilidad y solubilidad en agua (Barrera et al., 2008; Yang et al., 2014).
Estos aspectos son muy importantes debido a que se ha observado que la PEGilacién de las
nanoparticulas magnéticas desnudas reduce el fendmeno de opsonizacion y, por tanto,

aumenta el tiempo de circulacién en sangre (Gref et al., 1995).



1.3.2 PVA

El PVA (Fig.6) es un polimero hidrofilico que fue sintetizado por primera vez por Hermann
y Haehnel en 1924 mediante la saponificacidn del polivinil éster en una solucién de NaOH. Sin
embargo, el PVA comercial es producido mediante una hidrdlisis del polivinil acetato. Sus
propiedades estructurales dependen de la masa molecular del polimeroy el grado de hidrdlisis
al que se ha sometido (Muppalaneni et al.,2013). Este ultimo aspecto es muy importante ya
gue esta relacionado con la solubilidad. Se puede afirmar que los compuestos con mayores
grados de hidrélisis son aquellos que presentan menor solubilidad en agua (Hassan et al.,

2000).

OH

N~
- -Nn

Figura 6. Estructura del PVA. Obtenida de Sigma Aldrich.

Este polimero se emplea un diferentes areas biotecnolégicas y biomédicas debido a sus

propiedades fisicoquimicas, su facil procesado y su baja toxicidad (Chiellini et al.,2003).
1.3.3 PVP

La PVP (Fig.7) es un polimero que presenta una conformacién de “random coil” en
soluciones acuosas. Esta constituido por la polimerizacidén de la N-vinilpirrolidona, la cual da
lugar a polimeros con diferentes pesos moleculares en funcién de las condiciones asi como

copolimeros y “entrecruzamientos” (cross-linked) de PVP.
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Figura 7. Estructura de la PVP. Obtenida de Sigma Aldrich.

La sintesis de la PVP comienza a partir del acetileno y el formaldehido que, por una serie
de reacciones quimicas, da lugar a la N-vinilpirrolidona. Para obtener la polivinilpirrolidona,
este ultimo compuesto se polimeriza en diversas condiciones. Por una parte, la sintesis se
puede realizar en agua, tomando el perdxido de hidrégeno como compuesto iniciador.
Paralelamente, se puede realizar la polimerizacién en solventes organicos siendo, en este

caso, el radical del solvente el iniciador de la reaccién.

La presencia de grupos hidrofébicos asi como de hidrofilicos permite que este polimero
sea capaz de ser soluble tanto en agua como en solventes organicos. Ademas, la alta
higroscopia que presenta en soluciones acuosas, convierten la PVP en un polimero adecuado
para ser empleado como recubrimiento. Sin embargo, hay que recalcar que el peso molecular
de este polimero juega un papel importante en su aplicabilidad biomédica ya que, segun el
tamafo que presente, tendra mayor susceptibilidad de ser excretado por el organismo (Haaf

et al., 1985).

1.4 Isoterma de Langmuir.

Para caracterizar la capacidad de adsorcion de estos sistemas vehiculizadores nos
basaremos en la isoterma de Langmuir (Langmuir, 1916), el cual indica el grado de adsorcién
de las moléculas que se encuentran dispersas entre una fase liquida/gaseosa y una fase sélida

cuando se alcanza el equilibrio.

La isoterma tedrica de Langmuir (Fig.8) es un ejemplo de un modelo de isoterma de
adsorciéon en monocapa. Este modelo defiende que la fase sdlida proporciona una serie de
posiciones para la adsorcién, donde, Unicamente se adsorberd una molécula, la cual no

interaccionara con las moléculas de posiciones vecinas. Para definir con mayor exactitud este

11



tipo de adsorcidn, el modelo incluye el término de grado o factor de recubrimiento, 0. Este
factor indica la fraccion de los sitios de adsorcion a los cuales se ha unido una molécula del

soluto.

10

0 (Grado de adsorcién)
w

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
[Proteina] (mg/ml)

Figura 8. Isoterma de Langmuir.

La isoterma de Langmuir se puede definir mediante la siguiente ecuacién:

0 — q  K-[P] _K_kads
- Qmax 1+K-[P]’ = kd

siendo g el recubrimiento para unas condiciones dadas, Qmax €l recubrimiento maximo, K, la

constante de equilibrio y P, la concentracion de proteina en el equilibrio.

Si se trabaja en condiciones saturantes de proteina (Ec.1.1), siendo la concentracién de
ésta superior a la constante de disociacidn, el recubrimiento obtenido serd el grado de
recubrimiento maximo. De este modo, se trabaja en la parte final de la isoterma y se halla el
valor con mayor facilidad. La pendiente de la ecuacidn de la recta resultante de representar la
concentracion de proteina frente a la concentracion de nanoparticula sera el recubrimiento

maximo o Qs (Ec.1).
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_ Qmax - kad - [P]

q= kd + kad - [P] - Sikd <<<[P] » q=Qmax (Ec.1)
mProt adsorbida
q= = Qmax
m NP total

1.5 Lisozima como proteina modelo.

Para llevar a cabo los diferentes ensayos de adsorcién se emplea como proteina modelo
la lisozima (Lzm) (Fig.9). Esta proteina, también conocida como muramidasa, es una enzima
glucosidasa descubierta por Alexander Fleming en 1922 (Fleming, 1922) cuando observé que
las secreciones nasales podian matar diversas bacterias. Esta enzima se encuentra en todo
tipo de fluidos corporales como las secreciones lacrimales, saliva, leche materna o suero

sanguineo.

Figura 9. Representacion en cartoon de la lisozima. Obtenida de Protein Data Bank. (Cédigo: 5TKO)

Su principal funcién radica en catalizar la hidrdlisis de enlace glucosidico R 1-4 entre el
acido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina en el peptidoglicano, componente principal
de las paredes bacterianas. Ademas, aparte de hidrolizar enlaces, es capaz de realizar otras
funciones cooperando con el sistema inmunolégico con el fin de eliminar microorganismos
patégenos del organismo. De este modo, actla conjuntamente con anticuerpos (igA

secretadas) y los factores del sistema del complemento para lisar bacterias como E.coli.

13



También, juega un papel importante en la fagocitosis, durante la cual es liberada de las células

granulociticas (McClelland et al., 1975).

Gracias a los estudios de Pierre Jollés (Jollés et al., 1969), hoy se conoce que la lisozima
presenta 129 residuos aminoacidicos que forman una cadena polipeptidica entrecruzada por
cuatro puentes disulfuro intramoleculares. EIl empaquetamiento de la las proteinas es vital
para definir y comprender su actividad. De este modo, la conformacidn de la lisozima se
caracteriza por la presencia de estructuras secundarias como alfa hélices y [dminas beta con
residuos tanto hidrofilicos como hidrofébicos. Es de interés resaltar el sitio activo de la enzima,
caracterizado por ser una especie de grieta donde el sustrato se une y, posteriormente, es

hidrolizado.

La lisozima es una enzima que por su estructura, estabilidad y empaquetamiento es de las
mas empleadas y estudiadas en investigacion bioquimica. Aunque ésta se encuentra en todos
los animales, es de reconocer la importancia de la lisozima de huevo blanco de gallina, como

modelo de numerosos estudios (Swaminathan et al., 2011).

En este trabajo, la cuantificacién por métodos espectrofotométricos de la lisozima se
realiza midiendo su espectro desde 400 a 240 nm (Fig.10). La absorcion de luz UV de esta
proteina es gracias a la presencia de aminoacidos aromaticos en su estructura, tales como el
triptéfano (Trp), la tirosina (Tyr), ademds de puentes disulfuro. Concretamente la lisozima
presenta 6 Trp, 3 Tyr y 4 puentes disulfuro, donde todos contribuyen a su maximo de

absorcién a 280 nm (g= 2.653 (mg/mL) 'cm™).

14
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Figura 10. Espectro de absorcién de la lisozima en un rango de 240 a 400 nm.

2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

Los primeros estudios que destacan la importancia de las nanoparticulas magnéticas como
transportadoras de farmacos se remontan a la década de los 70 (Seny et al., 1978; Widder et
al.,1978). El primer articulo que demuestra su uso como sistemas liberadores de farmacos
tiene su origen en 1983, cuando Wider et al (Widder et al., 1983) probaron la eficacia de las

nanoparticulas transportando doxorubicina directamente a un sarcoma de rata.

Existen numerosos articulos que destacan la importancia de la busqueda de una solucién
al problema de opsonizacion de nanoparticulas magnéticas. Estos estudios previos se centran

en el recubrimiento de nanoparticulas de magnetita desnudas (Owens et al., 2006).

En cuanto al PEG, son numerosos los estudios que resaltan su idoneidad como
recubrimiento dada su biocompatibilidad y su capacidad de generar una superficie hidrofilica
y, por tanto, con mayor vida media en el torrente sanguineo (Moghimi et al.,2001; Zhang et

al.,2002; Harris et al.,2003).

Sin embargo, estudios mds centrados en la caracterizacion de las nanoparticulas
recubiertas de PEG buscan como objetivo el recubrimiento éptimo. Un caso es el trabajo
realizado por lllés et al (lllés et al.,2015) en el que se concluye que los copolimeros de PEG con
un gran numero de grupos funcionales COOH son los recubrimientos idoneos. Ademas, otros
aspectos estudiados son su absorcién y toxicidad in vivo. Pisciotti et al (Pisciotti et al.,2014)
determinan que las nanoparticulas recubiertas con PEG aumentaban considerablemente la

absorcién en las células tumorales donde se deseaba actuar. Ademads, paralelamente,
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realizaron estudios de citotoxicidad, demostrando que estos compuestos presentaban baja

toxicidad.

En cuanto al recubrimiento de las nanoparticulas con PVA, diversos autores afirman que
este tipo de recubrimiento permite una estabilidad coloidal y un comportamiento magnético
Optimo (Qiu et al.,2000). Sin embargo, estudios mds recientes (Nadeem et al., 2016) afirman
gue un aumento en la concentracién de PVA disminuye el magnetismo de las nanoparticulas.
En cuanto a otras propiedades, el PVA disminuye el tamafo de las nanoparticulas y, a su vez,

evita la aglomeracion.

La PVP, por su parte, también muestra evidencias de ser un recubrimiento prometedor
dentro del campo de la biomedicina. Huang et al (Huang et al.,2010) estudiaron el efecto del
tamafo de las nanoparticulas recubiertas en la absorcidon celular y llegaron a la conclusion de
que el tamafo de éstas es determinante. Ademas, también se han realizado experimentos con
nanoparticulas recubiertas con PEG y PVP conjuntamente (Tu et al.,, 2013). Este tipo de

recubrimiento resulta en una buena estabilidad coloidal.
OBJETIVO GENERAL:

El objetivo de este trabajo es la busqueda de polimeros neutros para el tratamiento de
nanoparticulas de magnetita recubiertas con polielectrolitos con el fin de evitar o reducir el

fendmeno de opsonizacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Sintesis de nanoparticulas de magnetita.

- Estabilizacidén de las nanoparticulas de magnetita mediante el recubrimiento con un
polielectrolito anidnico y posterior caracterizacion (tamafio y carga).

- Determinacion de la capacidad de adsorcion de Lzm sobre nanoparticulas-PE.

- Tratamiento de las nanoparticulas-PE con diferentes polimeros neutros y posterior
caracterizacién (tamafio y carga).

- Determinacion de la capacidad de adsorcion de Lzm sobre nanoparticulas-PE tratadas

con polimeros neutros.

16



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Sintesis de magnetita.

La sintesis de la magnetita se da por una reaccién conocida como reaccién de

coprecipitacion (Massart, 1981).
Fe?* (ac) + 2 Fe3t (ac) + 8 OH™ (ac) - Fe;0, (s) + 4 H,0 (1)

Para obtener las nanoparticulas de magnetita por el método de coprecipitacidn, se debe
partir de una solucién de acido clorhidrico (HCl) 0,4 M mezclada con Fe*" y Fe** en un ratio
2:1, respectivamente. Esta solucidn se mantiene en agitacion y se echa, gota a gota, sobre una
solucién basica de hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 M preparada previamente. Una vez
finalizada la sintesis, se mantiene la solucién en agitacion durante una hora. El resultado final

es una solucion de coloracién negra compuesta por éxido ferroso férrico (Fes04) o magnetita.

Cabe destacar que un posible problema asociado a la sintesis de la magnetita es la
oxidacion del hierro, la cual desencadenaria problemas de pureza. Por este motivo, con el fin
de evitar dicha oxidacion, todo el proceso de coprecipitaciéon se da en una atmdédsfera de

nitrégeno, el cual desplaza todo el oxigeno presente y a una temperatura de 40°C.

Tras la sintesis de la magnetita, las nanoparticulas deben seguir un proceso de varios
lavados con agua desgasificada. Por ultimo, para mantenerlas en una solucion dispersa, se

realiza un ultimo lavado con etanol.

3.2 Cuantificacion de las nanoparticulas de magnetita obtenidas.

Con el fin de conocer la concentracién de magnetita obtenida en la sintesis, se realiza una
cuantificacion mediante residuo seco. Para ello, se afladen 2 ml de las nanoparticulas de
magnetita obtenidas a tres tubos pesados previamente y se dejan secar en un termobloque.
Una vez se tiene el residuo seco, se pesa y se calcula la concentracion de magnetita en funcién

de la alicuota que se ha afiadido inicialmente.

3.3 Recubrimiento de nanoparticulas de magnetita con acido poliacrilico.

Para recubrir las nanoparticulas de magnetita, se preparan 1000 ml de PAA de 15000
g/mol a 2,7 mg/ml ajustado previamente a pH 9,0 y se mantiene en agitacion. Paralelamente,
se afiaden desde una bureta 100 ml a 4 mg/ml de nanoparticulas de magnetita ajustadas a pH
11 y sonicadas previamente durante treinta minutos en intervalos de diez segundos de

sonicacién y veinte segundos sin sonicacién (para evitar un calentamiento excesivo de la
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disoluciéon empleando un bafio de hielo), sobre la disolucién de PAA y se deja en agitacion

toda la noche.

Una vez recubiertas, se baja el pH a 3,0 y asi se consigue que las nanoparticulas recubiertas
con PAA (NP-PAA) decanten. La decantacién se produce porque, a este pH por debajo del pka
del PAA (4,35), los grupos carboxilato se protonan y, por tanto, se pierde carga, lo que conlleva
a una pérdida de estabilidad coloidal. Una vez decantadas, las NP-PAA pueden ser sometidas
a una serie de lavados hasta que, finalmente, se sube el pH a 7,0. En estas condiciones, las NP-
PAA volveran a ser sometidas a procesos de sonicacidn para individualizarlas y poder

cuantificarlas.

3.4 Cuantificacion de las NP-PAA por métodos colorimétricos.

Existen diversos métodos para cuantificar la presencia de Fe y, por tanto, de magnetita en
una muestra. Concretamente, mediante colorimetria, empleando reactivos que interaccionen
con el hierro y formen complejos coloreados, se puede hallar, de una forma cuantitativa, el

contenido en hierro de las soluciones deseadas.

El tiocianato de potasio (KSCN) es un compuesto quimico que se caracteriza por reaccionar
con diferentes elementos dando lugar a compuestos caracterizados por su coloracidn.
Concretamente, con los compuestos de hierro, el ion SCN™ interacciona con el ion Fe*. El
resultado de esta interaccién es un complejo de coloracién rojiza ( Fe(SCN)*), el cual se puede
medir mediante técnicas espectrofotométricas a una longitud de onda de 474 nm. De este
modo, se halla de forma precisa y cuantitativa la cantidad de hierro presente en una muestra
a estudio. Son numerosos los estudios que emplean este tipo de cuantificacion dada su

precision y facilidad (Niedzielski et al., 2014).
La reaccién mencionada entre el compuesto de hierro y el ion del tiocianato es la siguiente:
Fe3*(ac) + SCN~(ac) - Fe(SCN)?** (ac)

Un problema adicional que puede surgir a la hora de cuantificar la presencia de magnetita
en diferentes muestras es la problematica asociada a su cardcter divalente y trivalente. Ya que
la magnetita esta formada tanto por iones de hierro Fe** como Fe*, la cuantificacién con KSCN
podria ser imprecisa. Por este motivo, se requiere de un agente oxidante con el fin de
desplazar todo el hierro divalente de la magnetita a hierro trivalente. Son numerosos los

agentes oxidantes empleados en la literatura para la cuantificacion del hierro pero, los mas
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empleados son el peréxido de hidrégeno y el permanganato, siendo el primero el mas

adecuado (Martins et al.,2005).
2Fe*t +H,0,+2H" - 2Fe3" +2H,0

Este método de cuantificacion es el empleado para hallar la concentracién de las
nanoparticulas recubiertas con PAA. Para ello, se disuelven las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con PAA en una solucion con acido clorhidrico (HCI 6M), agua (H,0) y peréxido de
hidrégeno al 0,75% (H,0,). Seguidamente, se realizan una serie de diluciones, las cuales

contienen volimenes crecientes de Fe3* en HCI 2M.

La determinacidn de la concentracion de nanoparticula se realiza mediante la medida de
la absorbancia a una longitud de onda de 474 nm de las muestras preparadas junto con un

volumen fijo de KSCN 2M, el cual se afiade justo antes de medir.

A continuacion, a partir de la ley de Lambert-Beer, conociendo el coeficiente de extincién
del complejo, expresado en funcién de concentracién de Fe** en mg/ml (Fig.11) (e= 218,51

(mg/ml)*-cm™) se halla la concentracién de las muestras medidas en el espectrofotémetro.

1,2
1,0 o

08 "_..

y =218,51x

06 7 R =0,999

0,4

Absorbancia (@ 474 nm)
‘P

0,2 e

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
[Fe3*] (mg/mL)

Figura 11. Determinacién del coeficiente de extincién del complejo Fe'(SCN)2+ en medio
acido a una longitud de onda de 474 nm.

Una vez conocidas las concentraciones de hierro de las muestras medidas, se calcula la

concentracion de magnetita mediante relacién de sus masas molares.
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3.5 Adsorcion de lisozima a las NP-PAA.

Con el fin de conocer cdmo se comportan las NP-PAA obtenidas como vehiculizadoras de

farmacos, se procede a realizar un estudio tomando como referencia la proteina lisozima.

Para observar el comportamiento de las NP-PAA junto con la lisozima vy, por Gltimo, hallar
la capacidad de adsorcion maxima, se preparan una serie de tubos con una concentracién
creciente de nanoparticula (desde 0 hasta 0,055 mg/ml) y una concentracion fija de proteina
(0,3 mg/ml). Ademas, los tubos se mantienen a un pH de 7,0 debido a la adicién del buffer

Hepes (10 mM a pH 7,0).

Tras dejar los tubos toda la noche en agitacion en una noria, se separan las NP-PAA con un
iman y se cuantifica la lisozima que queda en el sobrenadante mediante la medida de su
espectro y cogiendo el valor de absorbancia a 280 nm. De este modo, mediante la
aproximacion de la isoterma de Langmuir, se puede hallar la capacidad maxima de adsorcion
de la proteina (Qmax), la cual sirve como referencia a la hora de realizar los estudios con los

polimeros.

3.6 Tratamiento de las NP-PAA con PEG de diferentes pesos moleculares, PVP y PVA.

Una vez realizados los estudios de adsorcion de las NP-PAA junto con la proteina modelo,
se procede a caracterizar las NP-PAA que han sido tratadas con diferentes polimeros neutros

candidatos a evitar el fendmeno de opsonizacién.

Para ello, se preparan una serie de tubos en las que la concentraciéon de NP-PAA vy
polimero es creciente y con una relacién en masa 1:10, respectivamente (desde 0 a 0,055
mg/ml de nanoparticula). Por su parte, la concentracion de lisozima se mantiene constante en
0,5 mg/ml durante todo el experimento. Ademas, gracias a la adicion del buffer Hepes (10 mM

pH 7.0), los tubos se encuentran en condiciones fisioldgicas.

Para la realizacién del experimento, primeramente, se afaden todos los volumenes
requeridos a excepcion de la lisozima. Una vez preparados los tubos se mantienen durante
una hora en la noria para favorecer la interaccidn entre las NP-PAA y el polimero. Pasada la
hora, se anade el volumen faltante de lisozima y se mantienen durante toda la noche en la
noria para, finalmente, separar los tubos en el iman y medir el espectro de la lisozima presente

en el sobrenadante, es decir, la cantidad de proteina no adsorbida por las nanoparticulas.
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3.7 Medicién del tamafio y carga de las nanoparticulas obtenidas.

El tamafio de las NP-PAA se determiné mediante dispersion de luz dinamica (DLS, Dynamic
Light Scattering) en el instrumento Brookhaven Mod 90 Plus (New York, EE.UU.). Este
instrumento mide el didametro hidrodindmico de las particulas esféricas a partir de la
dispersién de luz y teniendo en cuenta la velocidad a la que se difunden segun el movimiento

browniano, movimiento aleatorio de las particulas debido al solvente en el que se encuentran.

Concretamente, para medir el tamafio de las particulas se requiere el coeficiente de
difusidn traslacional, hallado a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein:

kT

d(H) = 3-m-n-D

donde d es el didmetro hidrodindmico, D el coeficiente de difusién translacional, k la constante

de Boltzmann, T la temperatura absoluta y n, la viscosidad (DLS technical note).

Con el mismo instrumento también se halla la carga de la superficie de las nanoparticulas,
a partir del potencial Z, el cual es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccidn entre
particulas. La magnitud del potencial Z informa sobre la estabilidad del sistema coloidal.
Particulas en suspensién con un gran valor (negativo o positivo) de potencial Z tenderan a

repelerse mientras que particulas con valores bajos de potencial Z acabaran agregando.

Existen diversos factores que afectan al potencial Z como es el pH, la conductividad y la

concentracion de los componentes a estudio (DLS technical note).

Tanto la medida del tamafio como de la carga por DLS requiere que las muestras estén
diluidas, lo cual es una desventaja de la técnica (Bhattacharjee S., 2016).

3.8 Influencia de la cantidad de polimero neutro sobre las NP-PAA tratadas con PEG
400.

El experimento parte de la preparacién de un stock con concentraciones de 0,1 mg/ml y
100 mM de NaCl constantes mientras que se varia la concentracion del PEG 400 (desde O hasta
1 mg/ml). A continuacion, se disponen los tubos preparados en el iman y se mide el

sobrenadante cada cinco minutos a una longitud de onda de 440 nm.

4. RESULTADOS
Tras emplear el método de coprecipitacion para sintetizar magnetita, se obtiene una

concentracion de 14,86 mg/ml determinada mediante residuo seco. Esta magnetita, como se
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ha comentado, a pH cercanos a su pl (6,5) no es estable coloidalmente y tiende a formar
agregados por lo que la caracterizacion por DLS no es posible. La presencia del PAA dota de
carga a las nanoparticulas y, de este modo, se mantienen estables coloidalmente, obteniendo
una concentracidn para nuestro stock de 5,5 mg/ml determinada mediante la formacién del
complejo Fe(SCN)*". La posterior caracterizacién mediante DLS indica que a pH 7 presentan
un tamafo de 92,3+ 0,9 nmy unacargade -17,0 + 1,9 mV, confirmando que el recubrimiento
ha sido eficaz dado el tamafo que presentan y la carga (a pH 7 las nanoparticulas sin recubrir

poseen un tamano micrométrico debido a la agregacion).

4.1 Determinacion de la Qs de la lisozima adsorbida sobre las NP-PAA.

Mediante el empleo de la aproximacion de la isoterma de Langmuir en las condiciones
descritas en materiales y métodos es posible determinar la capacidad maxima de adsorcién
de la lisozima. En la Fig.12 se representa la concentracién de lisozima que queda en el
sobrenadante tras haber decantado magnéticamente las nanoparticulas mediante un campo
magnético externo frente a la concentracidn de nanoparticula que habia inicialmente en el
medio. A medida que aumenta la concentracién de nanoparticula, la concentracién de
lisozima disminuye en el sobrenadante, obteniendo una recta cuya pendiente podemos

relacionar con la capacidad maxima de adsorcion.

El valor de Qs Obtenido para las NP-PAA de es de 2,10 mg de lisozima/mg de nanoparticula.
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Figura 12. Determinacién de la capacidad maxima de adsorcién de las NP recubiertas
con PAA.

Obtenida la capacidad maxima de adsorcion de Lzm por parte de las NP-PAA, tratamos las

nanoparticulas con distintos polimeros neutros, y determinamos su capacidad de adsorcidn.
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A partir de este momento, en todas las graficas siguientes donde se estudia la capacidad
maxima de adsorcion se representa la concentracion de lisozima que queda en el
sobrenadante tras haber decantado magnéticamente las nanoparticulas mediante un campo
magnético externo frente a la concentracidn de nanoparticula (NP-PAA tratadas con el

polimero neutro que se indica) que habia inicialmente en el medio.

4.2 Determinacion de la Qnsx de la lisozima adsorbida sobre las NP-PAA tratadas con
PEG de diferentes pesos moleculares.

Con el uso de PEG de diferentes pesos moleculares se pretende estudiar si se producen
cambios, tanto positivos como negativos en cuanto a su capacidad para disminuir la

opsonizacidn, y de haberlos si existe una correlacién con la variacién de su peso molecular.
- PEG 400 g/mol

Una vez tratadas las NP-PAA con PEG de 400 obtenemos un tamano de 94,1 £ 1,9 nmy

una carga de -21,9 + 1,6 mV mediante medidas de DLS y PZ.

Tras hacer el ensayo con estas particulas obtenemos que la capacidad maxima de

adsorcién es de 2,68 mg/ml (Fig.13).
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Figura 13. Determinacidn de la capacidad maxima de adsorcién de las NP recubiertas
con PAA tratadas con PEG de 400 g/mol.

Para conocer si un aumento de concentracién de PEG 400 conlleva una agregacion vy, por
tanto, un efecto en la estabilidad coloidal, se realiza un experimento con cantidades crecientes
de éste, en presencia de 100 mM de NacCl, condiciones en las cuales las NP tienden a agregar
debido al apantallamiento de las cargas que presenta (Fig.14). En esta grafica se representa la

densidad optica del sobrenadante tras haber incubado las nanoparticulas en las condiciones
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anteriormente indicadas (materiales y métodos) y ser sometidas a una fuerza magnética

externa, frente al tiempo.
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Figura 14. Variacion de la estabilidad coloidal de las NP-PAA tratadas con PEG 400
mediante medida de dispersién dptica a 440 nm frente al tiempo.

Tras una hora de incubacién, se observa que la cantidad de PEG no afecta
significativamente a la estabilidad coloidal de las nanoparticulas, recuperando
aproximadamente el 80% de las nanoparticulas iniciales.

- PEG 4000 g/mol

Una vez tratadas las NP-PAA con PEG de 4000 obtenemos un tamano de 95,5+ 0,5 nmy

una carga de -22,6 + 1,1 mV mediante medidas de DLS y PZ.

Tras hacer el ensayo con estas particulas obtenemos que la capacidad maxima de

adsorcién es de 2,27 mg/ml (Fig.15).
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Figura 15. Determinacidn de la capacidad maxima de adsorcién de las NP recubiertas
con PAA tratadas con PEG de 4000 g/mol.

- PEG 35000 g/mol

Una vez tratadas las NP-PAA con PEG de 35000 obtenemos un tamafio de 98,5+ 0,2 nm, y

una carga de -17,9 £ 0,2 mV.

Tras hacer el ensayo con estas particulas obtenemos que la capacidad maxima de

adsorcién es de 1,56 mg/ml (Fig.16).
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Figura 16. Determinacion de la capacidad maxima de adsorcidn de las NP recubiertas
con PAA tratadas con PEG de 35000 g/mol.
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4.3 Determinacion de la Qmax de la lisozima adsorbida sobre las NP-PAA tratadas con
PVP.

Tras tratar las NP-PAA con PVP obtenemos un tamafio de 100,7 £ 1,1 nm, y una carga de -

12,1 £ 1,2 mV mediante medidas de DLS y PZ.

Tras hacer el ensayo con estas particulas obtenemos que la capacidad maxima de

adsorcién es de 1,55 mg/ml (Fig.17).
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Figura 17. Determinacidn de la capacidad maxima de adsorcién de las NP recubiertas
con PAA tratadas con PVP.

4.4 Determinacion de la Qnms, de la lisozima adsorbida sobre las NP-PAA tratadas con
PVA.

Tras tratar las NP-PAA con PVA obtenemos un tamafio de 101,7 £ 0,5 nm, y una carga de -

18,8 £ 1,3 mV mediante medidas de DLS y PZ.

Tras hacer el ensayo con estas particulas obtenemos que la capacidad maxima de

adsorcién es de 5,13 mg/ml (Fig.18).
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Figura 18. Determinacidn de la capacidad maxima de adsorcién de las NP recubiertas
con PAA tratadas con PVA.

5. DISCUSION
La sintesis de nanoparticulas de magnetita mediante el método de coprecipitacion es un
buen método para su obtencidén ya que el comportamiento que presentan es el esperado

(magnetismo, baja estabilidad a pH fisioldgico...).

Tras recubrir las nanoparticulas de magnetita con un polielectrolito anidnico como el PAA,
las nanoparticulas aumentan su estabilidad coloidal (ver tamafio y carga en Tabla 1), siendo
un buen candidato para estabilizarlas, ya que ademds de presentar alta densidad de carga, sus
grupos carboxilato se unen de forma muy efectiva a la superficie de la nanoparticula dado su

capacidad quelante hacia los metales, en este caso hacia el hierro.

Una vez caracterizadas las NP-PAA determinamos la capacidad de adsorcidén que tienen
cuando en el medio en el que se encuentran hay presente una proteina, como es la lisozima,
la cual a pH 7 posee carga neta positiva. Debido a la alta densidad de carga que el
polielectrolito expone hacia el medio, esperamos que la capacidad de adsorcién sea elevada,
ya que el nimero de contactos con respecto a la particula desnuda (inestable) ha aumentado.
Tras realizar el estudio de su capacidad de adsorcion mediante la aproximacion de la isoterma
de Langmuir, obtenemos una capacidad de adsorcién de 2,10 mg Lzm/mg NP-PAA, lo que nos

indica que la NP-PAA es capaz de adsorber el doble de su masa.

Sintetizar unas nanoparticulas con alta capacidad de adsorcién, puede ser contradictorio
para el objetivo que planteamos, ya que si la capacidad de adsorcién es elevada, el fendmeno

de opsonizacién se vera favorecido, pero a su vez, permitiria administrar una cantidad de
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nanoparticula mas reducida transportando la misma cantidad de farmaco, siempre y cuando

hayamos sido capaces de reducir dicho fendmeno.

Para intentar reducirlo hacemos uso de polimeros neutros, de los cuales algunos de ellos
ya han sido utilizados para recubrir NP de magnetita “desnudas” y se ha visto que reducen la

opsonizacion (Owens et al., 2006).

Los polimeros elegidos para tratar nuestras particulas recubiertas de PAA e intentar
reducir la opsonizacién han sido; polietilenglicol (PEG) de distinto peso molecular (400,4000 y
35000 g/mol), polivinil alcohol (PVA), y polivinilpirrolidona (PVP). La caracterizacion obtenida

mediante DLS de las diferentes NP-PAA tratadas con diferentes polimeros neutros revelan los

siguientes resultados (Tabla 1).

Muestra Tamaiio (nm) Potencial Z (mV)
NP-PAA (Control) 92,3+0,9 -17,0+1,9
NP-PEG 400 94,1+1,9 -21,9+1,6
NP-PEG 4000 95,5+0,5 -22,6+1,1
NP-PEG 35000 98,5+0,20 -17,9+0,9
NP-PVP 100,7 +1,1 -12,1+1,2
NP-PVA 101,7+0,5 -18,8+1,3

Tabla 1. Comparativa de tamafios y carga de NP-PAA y NP-PAA tratadas con distintos polimeros neutros.

Una posible consecuencia del recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas con
polimeros es la alteracion del tamafio y sus caracteristicas (pérdida de la capacidad magnética,
aumento del comportamiento coloidal, agregacién...). Sin embargo, como se puede observar,
el tamafio de las NP-PAA tratadas con los diferentes polimeros neutros se mantiene cercano
a los 90-100 nm, pudiendo atribuir esta diferencia de tamafo al posible “recubrimiento” de
las NP-PAA por parte de los polimeros neutros. Sin embargo, la carga de las NP-PAA tratadas,
no parece tener una tendencia, siendo todas negativas, lo que pareceria indicar que si el
polimero neutro esta “recubriendo” la particula lo podria hacer de forma localizada sobre

distintos puntos de la superficie, pero dejando expuestas la mayoria de sus cargas negativas.
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Tomando como referencia el valor de Qusx para las NP-PAA (2,10 mg Lzm/mg NP-PAA), y
tratando estas NP-PAA con polimeros neutros veremos si cambia la capacidad de adsorcién
sobre la proteina indicando por tanto si el polimero es eficaz para disminuir el fendmeno de

opsonizacidn, o si por el contrario lo aumenta.

5.1 Caracterizacion de las NP-PAA tratadas con PEG de diferentes pesos moleculares.

En cuanto a su comportamiento en presencia de concentraciones altas de PEG 400, se
puede observar que la estabilidad de la nanoparticula es practicamente la misma que el
control (NP-PAA). Por tanto, a 100 mM de NaCl, las NP-PAA tratadas con distintas cantidades

de PEG 400 mantienen su estabilidad coloidal.

Para discutir sobre la capacidad de adsorcidon de cada NP-PAA tratadas con este polimero

recogemos las Qmsx en una tabla (Tabla 2).

Muestra Q msx (Mg Lzm/mg NP-PAA)

NP-PAA (Control) 2,10
NP-PEG 400 2,68
NP-PEG 4000 2,27
NP-PEG 35000 1,56

Tabla 2. Comparativa de la capacidad de adsorcion de Lzm para NP-PAA y NP-PAA
tratadas con PEG de distinto peso molecular.

Los resultados obtenidos indicarian que el PEG de 400 g/mol pareceria aumentar un 28 %
la capacidad de adsorcidon de la nanoparticula, con lo cual no seria el mejor polimero para
tratar la superficie, y evitar la opsonizaciéon. A medida que aumentamos el peso molecular del
PEG vemos que la capacidad de adsorcion con respecto al de menor peso molecular
disminuye, siendo practicamente la misma que las NP-PAA sin tratar cuando usamos el PEG
de 4000, pero alrededor de un 26% menor con el uso de PEG de 35000. Esto podria deberse a
que a medida que aumenta el nimero de mondmeros de polimero la NP-PAA podria
encontrarse mas “solvatada” por estos, haciendo disminuir su capacidad de adsorber la

lisozima.

Los resultados obtenidos tras realizar la caracterizacion de las NP-PAA tratadas con PEG

de diferentes pesos moleculares parecerian indicar que el polimero que mayor efecto tendria
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sobre la inhibicion de la opsonizacién seria el PEG de 35000 g/mol. Esto deberia estudiarse
mas a fondo utilizando cantidades mayores de PEG para confirmar si su presencia evita casi,

o por completo, la adsorcién de la Lzm.

5.2 Caracterizacion de las NP-PAA tratadas con otros polimeros neutros: PVP y PVA.

Empleando otros polimeros neutros como la PVP o el PVA, los resultados indican que la

presencia de estos polimeros afecta de forma diferente a la Qqsx (Tabla 3).

Muestra Q msx (Mg Lzm/mg NP-PAA)

NP-PAA (Control) 2,10
NP-PVP 1,55
NP-PVA 5,13

Tabla 3. Comparativa de la capacidad de adsorcion de Lzm para NP-PAA y NP-PAA
tratadas con PVP y PVA.

En cuanto a los resultados obtenidos con la PVP, se obtienen valores semejantes a los
obtenidos con el PEG de mayor peso molecular. Estos resultados indicarian que este tipo de
polimero, inhibiria el fendmeno de opsonizacién alrededor de un 26%, por lo que seria otro
candidato para hacer un estudio mas exhaustivo empleando cantidades mayores de polimero

y ver si la reduccién de la capacidad de adsorcion es casi total o practicamente total.

Por otro lado los resultados obtenidos con el recubrimiento con PVA indican que la
capacidad de adsorcidn aumenta un 144% con respecto a la NP-PAA, por lo que seria un
polimero inadecuado para el objetivo que se ha planteado en este trabajo. Por otro lado, se
abriria la posibilidad de utilizar las NP-PAA tratadas para otras aplicaciones donde se requiera

de una mayor capacidad de adsorcién.

6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA
CONCLUSIONES:

La sintesis de nanoparticulas de magnetita mediante el método de coprecipitacién y su
posterior recubrimiento con PAA en las condiciones anteriormente descritas, resulta ser una
buena estrategia para obtener nanoparticulas con una elevada estabilidad coloidal y un

didmetro de alrededor de 100 nm.

30



Las NP-PAA demuestran tener una elevada capacidad de adsorcion, siendo capaces de

adsorber alrededor de 2 g de lisozima por gramo de magnetita.

Las NP-PAA tratadas con distintos polimeros neutros (PEG, PVA, PVP) no parecen afectar
al diametro hidrodinamico y carga de la nanoparticula y, como consecuencia, presentan una

estabilidad coloidal similar a la que es caracteristica de las nanoparticulas no tratadas.

La presencia en la disolucion de polimeros neutros como el PEG 400 o el PVA parece
aumentar la capacidad de adsorcion de las nanoparticulas recubiertas con PAA, por lo que
tienen un efecto contrario al buscado (inhibicién parcial de la adsorcién proteica) aumentando

por tanto el fendmeno de opsonizacion.

Por su parte, la presencia de PEG 4000 parece tener un efecto neutro en lo que se refiere

a la capacidad de adsorcion de las nanoparticulas recubiertas, NP-PAA.

Por ultimo, tanto el PEG 35000 como el PVP demuestran tener un cierto efecto inhibitorio
de la adsorcidn de lisozima a las nanoparticulas recubiertas, reduciendo alrededor de un 26 %
la cantidad de proteina adsorbida por lo que ambos polimeros neutros podrian ser dos

candidatos para reducir el fendmeno de opsonizacidn.
PROYECCION FUTURA:

Tras la realizacion y conclusiéon de este trabajo, surge un abanico de posibles proyecciones

futuras a abordar.

- Encontramos resultados positivos tanto con la PVP como con PEG de 35000 cuando
trabajamos en relaciones 1:10 en masa de NP-PAA:polimero neutro. Podriamos
plantear sistemas en el que la relacién de polimero/nanoparticula fuese mayor a la
estudiada en este trabajo, para confirmar que se puede reducir ain mas la capacidad
de adsorcidn de la nanoparticula tratada.

- Dado que con el PEG se han obtenido resultados positivos, la busqueda vy
caracterizacidn del PEG de peso molecular 6ptimo podria ser un futuro abordaje para
nuevos estudios. En este trabajo se ha estudiado el PEG de tres pesos moleculares
diferentes (400, 4000 y 35000 g/mol, respectivamente) obteniendo resultados con
sutiles diferencias, siendo el PEG 35000 el recubrimiento con el que se obtienen
resultados mas prometedores. Por tanto, estudios mas centrados en este tipo de PEG

podrian ser claves a la hora de obtener un recubrimiento dptimo de NP-PAA con fines
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biomédicos. También, tomando como base la idoneidad del PEG, se podrian realizar
estudios con copolimeros de PEG como los polisorbatos, los poloxameros o las
poloxaminas.

Otra posibilidad que surge tras la finalizacién de este trabajo es la realizacion de
estudios similares empleando otro tipo de polimeros neutros como agentes de
recubrimiento encontrados en la literatura tales como el ficol, la poliacrilamida o
diversos polisacdridos. Un ejemplo queda reflejado en la review realizada por Cole et

al (Cole et al., 2011) (Fig.19).
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Figura 19. Posibles recubrimientos poliméricos de nanoparticulas magnéticas.
(Cole et al., 2011)

Otra propuesta interesante es la modificacidon de la superficie de la nanoparticula
empleando otro tipo de estrategia. Los estudios realizados por Veiseh et al (Veiseh et
al., 2010) recopilan las principales estrategias para modificar la superficie de las NP-
PAA incluyendo la conjugacion directa o mediada por un “linker” asi como la
modificacion de la superficie mediante interacciones fisicas como las hidrofébicas,
electrostaticas o de afinidad por ligando. Por tanto, siguiendo el mismo protocolo
realizado en este trabajo o empleando otra técnica para modificar las nanoparticulas,
se pueden ampliar los resultados y las posibilidades de obtener un recubrimiento

acorde al objetivo planteado.
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Es de destacar la posible futura aplicabilidad de las NP-PAA tratadas con PVA, ya que
podria ser muy util para aplicaciones donde la capacidad de adsorcidn de proteina, partiendo

de la misma NP-PAA fuesen mayores.

Por dltimo, los resultados obtenidos en la realizacion de este trabajo refuerzan la
necesidad de realizar estudios posteriores con el fin de obtener resultados totalmente acordes

al objetivo previamente planteado.
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