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Resumen

Se ha llevado a cabo la sintesis de nanoparticulas magnéticas y su recubrimiento mediante el
uso de un polielectrolito de carga positiva, el hidrocloruro de polialilamina (PAAH). La
capacidad de adsorcién in vitro de estas nanoparticulas se ha estudiado con dos finalidades
distintas: el tratamiento de aguas contaminadas y la prevencién de la opsonizacion mediante
el tratamiento con polietilenglicol (PEG). En el estudio de aguas contaminadas se ha empleado
como molécula modelo el Trypan Blue por ser un colorante orgdnico de bajo peso molecular
con interés industrial, mientras que para el estudio de la opsonizacién se ha trabajado con la B-
lactoglobulina, como proteina modelo, examinando el efecto del PEG sobre la reduccién de la
opsonizacion. Los resultados han sido modelizados mediante una aproximacion de la isoterma
de Langmuir, obteniéndose que dichas nanoparticulas presentan gran potencial para la
eliminacién y recuperacion de moléculas contaminantes en agua. La capacidad maxima de
adsorcion fue de 0,50 pg Trypan Blue/ug nanoparticulas. En ensayos preliminares se logrd una
eliminacion >99% y una recuperacidon posterior >34% del colorante. Por otro lado, se ha
determinado que el tratamiento con polietilenglicol sobre nanoparticulas ya recubiertas no es

capaz de evitar el fendmeno de opsonizacion, en las condiciones estudiadas.
Abstract

Magnetic nanoparticles composed by a magnetite, Fe;0,4, core have been synthesized and they
have been coated with a cationic polyelectrolyte, polyallylamine hydrochloride (PAAH), in
order to increase their colloidal stability and provide some new functionalities. The in vitro
adsorption capacity of these nanoparticles has been studied in order to evaluate their possible
use in the decontamination of industrial wastewaters containing large quantities of anionic
contaminants. Trypan Blue, an organic dye currently used in both the laboratory and the
textile industry, was used as a model adsorbate. The adsorption of the dye to the
polyelectrolyte-coated nanoparticle was modelled by the Langmuir isotherm showing that
these nanoparticles have a great potential for the elimination of the dye from the aqueous
solution and its later recovery. One gram of coated nanoparticle was able to adsorb 0.50 grams
of dye with a 99% dye removal and a subsequent 34% recovery under the experimental
conditions. On the other hand, the adsorption of B-lactoglobulin, an anionic protein at
physiological pH, has been studied in order to clarify if neutral polymers such polyethylenglycol
(PEG) could protect the nanoparticle from the adsorption of other proteins in a biological
media (opsonization). It was shown that preventive treatment of PAAH-coated nanoparticles

with PEG has a negligible effect on the adsorption of the protein.

Palabras clave: nanoparticulas magnéticas, Trypan Blue, 8-lactoglobulina, polietilenglicol,
hidrocloruro de polialilamina (PAAH), capacidad mdxima de adsorcion (g msy).



Introduccion

Las nanoparticulas son de gran interés en investigacién debido a que las propiedades de las
particulas de escala nanométrica son distintas de los materiales macroscépicos. Existe un tipo
concreto de nanoparticulas que poseen grandes propiedades magnéticas y que son
denominadas nanoparticulas magnéticas. En la naturaleza, las mas comunes son la magnetita,
maghemita y hematita, pero las mas conocidas y estudiadas son la magnetita (Fe;0,) y la
maghemita (y-Fe,03) por tres caracteristicas principalmente: su tamafio nanométrico, su ratio
superficie-volumen y su supermagnetismo™. Estas particulas, conocidas también como
ferrofluidos, son especialmente sensibles a campos magnéticos externos, por lo que les otorga

una amplia variedad de posibles aplicaciones en multiples campos™”.

Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Se han desarrollado diversas formas de fabricar nanoparticulas de éxido de hierro que
establecen una serie de caracteristicas definidas de la muestra obtenida dependiendo del
método empleado. Existen métodos de sintesis por coprecipitacidon, por reaccién a altas
temperaturas, electroquimicos, mediante procesos sol-gel, en medios confinados, por
inyecciones de flujo, con polioles como disolvente, por aerosoles y por sonolisis o termélisis de

organometalicos” 2. Se describen brevemente a continuacién los métodos mas destacados:
1. Sintesis por coprecipitacion

Se trata del método mas simple de obtencidon de nanoparticulas de hierro. Se emplea una

disolucién acuosa de sales de hierro (l1) y hierro (lll) segun indica la reaccion:
Fe?* + 2Fe3* + 80H™ — Fe;0, + 4H,0

Las condiciones 6ptimas son un pH comprendido entre 8 y 14, con una estequiometria 2:1 de
Fe®*:Fe* y en una atmdsfera no oxidante para evitar la oxidacion parcial de la magnetita (color

negro) en maghemita (color rojizo).

En el método de coprecipitacidon intervienen dos procesos: en primer lugar se daria la
nucleacidn del cristal, y en segundo, el crecimiento del mismo. Estos dos procesos deben estar
separados preferiblemente, de modo que no se dé nucleacién durante el crecimiento. La
principal ventaja de este método es que se puede obtener grandes cantidades de

nanoparticulas, aunque el control sobre el tamafio es limitado®.



2. Reacciones en medios confinados

Este tipo de reacciones fueron disefadas para tener un mayor control sobre el tamafo de las
particulas sintetizadas, pero se trata de medios mas complejos. Las reacciones en entornos
limitados incluyen surfactantes para crear micelas reversas en solventes apolares, reacciones
en el interior de apoferritina, dendrimeros, emulsiones o membranas fosfolipidicas****. Un
ejemplo, serian magneto-dendrimeros obtenidos en disolucién acuosa de tamafio 8 nm

(caracterizado por TEM) y de radio hidrodindmico 20-30 nm®®.
3. Reacciones a alta temperatura

A temperaturas altas y presiones controladas se pueden obtener nanoparticulas de éxido de
hierro mediante un mecanismo parecido al método de la coprecipitacion. Este método
permite variar la temperatura y tiempo de sintesis para obtener tamanos variables. Ademas, el
uso de surfactantes y componentes orgdnicos permite obtener nanoparticulas de

monodispersidad muy alta por descomposicidn de precursores orgénicos, como Fe(CO)s'” 2.
4. Sol-gel

El proceso sol-gel se basa en la hidroxilacién y condensacién de precursores. La polimerizacion
inorganica crea una fase llamada gel hiumedo, pero es necesario el empleo de tratamientos
con calor para obtener las nanoparticulas en su estado cristalino. Este método ofrece varias
ventajas como la obtencidn de fases amorfas, la monodispersidad obtenida, el control sobre el
tamafio o recubrir mientras las particulas se encuentran en la fase de gel en la matriz. Sin
embargo, hay una gran cantidad de variables que deben ser controladas (temperatura, pH,

sales, agitacion etc.)™.
5. Sintesis mediante polioles

El método de polioles tiene grandes similitudes con el proceso de sol-gel. En este método se
usan polioles como el polietilenglicol para disolver las particulas, por lo que cumple dos

funciones: disolver y estabilizar.

El precursor se introduciria disuelto en un poliol en agitacién y a temperatura superior al punto
de ebullicién del poliol empleado. La alta temperatura hace que las particulas sintetizadas sean

. . , . . . . 1
altamente cristalinas y ademds son estabilizadas in situ por el disolvente™®.

Revestimiento
Con el objetivo de funcionalizar la superficie de las nanoparticulas y estabilizarlas se han

desarrollado multiples vias de recubrimiento de la superficie. Usualmente estos métodos se
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clasifican en funcién del tipo de molécula empleada para el recubrimiento pudiendo distinguir

a groso modo los siguientes tipos:

1. Moléculas organicas no poliméricas: se emplean usualmente surfactantes como el

acido oleico ya que la superficie de las nanoparticulas no recubiertas son altamente
hidrofébicas®

2. Moléculas inorgdnicas: algunos recubrimientos estudiados son el oro, la silice y el

gadolinio que permiten la funcionalizacién de la superficie para la unién de moléculas

especificas para distintas aplicaciones**

3. Polimeros orgdnicos e inorgdnicos: de todos los recubrimientos, posiblemente los mas

empleados son los poliméricos, existiendo varias subclasificaciones atendiendo a si son
polimeros naturales o sintéticos, simples o ramificados, etc. Los polimeros neutros
estabilizan las nanoparticulas por impedimento estérico, mientras que los polimeros
cargados, conocidos como polielectrolitos, estabilizan adicionalmente por repulsién

electrostdtica. Los polimeros mds empleados son polivinilpirrolidona (PVP),

polietilenglicol (PEG), polivinilalcohol (PVA), heteropolimeros de etileno-vinil acetato y
lactato-glicolato, gelatina, dextrano y quitosano. Ademas, estos polimeros pueden ser
empleados a su vez para unir moléculas especificas como anticuerpos, proteinas o

moléculas de interés mediante enlaces amida u otro tipo de enlaces®*.

Concretamente, se le va a prestar especial
atencion al hidrocloruro de polialilamina (PAAH) N H2
ya que va a ser el recubrimiento empleado en
este trabajo. El PAAH es un polielectrolito lineal
cuyo monémero contiene una amina primaria. El / _—

mondmero posee un pKa de 9,49%, mientras que

el polimero tiene un pKa estimado B -Nn

. 33
experimentalmente entre 8,0 y 9,07 que en Estructura molecular del hidrocloruro de

polialilamina (PAAH).

disolucién puede presentarse disociado parcial o Imagen procedente de Sigma Aldrich

totalmente. Se trata de un polimero que en disoluciéon acuosa tendra carga positiva,
por lo que se le clasifica como polielectrolito sintético catidnico. La gran densidad de
cargas que aportan este tipo de polielectrolitos los hace idoneos para el recubrimiento
de superficies cargadas con una gran afinidad provocando la estabilizacién de las

nanoparticulas y la exposicidn al disolvente de las cargas del polielectrolito.



Aplicaciones en aguas residuales
Dentro de las posibles aplicaciones medioambientales de las nanoparticulas magnéticas, el
tratamiento de aguas residuales es seguramente la principal aplicacion desarrollada. Se han

35, 36

estudiado para la eliminacién de xenobidticos®, contaminantes organicos y metales

pesados®’ mediante varias estrategias de aplicacion de las nanoparticulas.

La capacidad de adsorciéon y la recuperacion magnética hace viable el empleo de estas

particulas para tratar grandes cantidades de aguas residuales®®>°.

Los métodos empleados tienen fundamentalmente dos enfoques: emplear las nanoparticulas
para adsorber y retirar compuestos de las aguas residuales y emplear las nanoparticulas como
catalizadores que transformen compuestos en derivados menos tdxicos, aunque pueden

existir tecnologias que incorporen ambas estrategias’’.
1. Nanoparticulas como catalizadores

Se ha probado la capacidad de las particulas de hierro para la degradacién de hidrocarburos

aromaticos policiclicos y para pesticidas. La degradacion se lleva a cabo porque el hierro es un

agente reductor bastante fuerte que es capaz de reaccionar con estos compuestos>*. Se han

propuestos varios tipos de dxidos de hierro para tecnologias de fotocatalisis como a-Fe,03, y-

Fe,0s3, a-FeOOH, B-FeOOH and y-FeOOH™. Se han descrito aplicaciones de nanoparticulas de

6xido de hierro como fotocatalizadores de varios colorantes como el Congo red” o Blue 79
43

azo™. Para el segundo colorante mencionado las nanoparticulas que se emplearon eran

bimetalicas de hierro y oro y se iluminaron con luz ultravioleta.

Ademas, se ha identificado un fendmeno de interacciéon entre los éxidos de hierro (lll) y
oxalato que producen complejos y tras varios pasos de descomposicion se liberan radicales
libres de oxigeno como perdxido de hidrégeno, ion superdxido y radicales hidroxilo que

pueden ser empleados para transformar contaminantes en derivados menos téxicos™.
2. Nanoparticulas como adsorbentes

Los metales pesados también pueden ser eliminados mediante nanoparticulas de éxido de
hierro. La estrategia principal en este caso es modificar la superficie de las particulas con
agentes que sean capaces de captar especificamente metales pesados. La gran ratio que
poseen en superficie-volumen las hace ideales para esta funcién porque les otorga una
capacidad de adsorcidon muy alta. Se ha estudiado para plomo, mercurio, cobre y cobalto con
diferentes resultados dependiendo de la afinidad del metal por la superficie de la particula®.

Para la adsorcion de iones de tretracloro durico (AuCl,) se prepararon derivados con grupos
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tiol y se consiguié una adsorcién de 115 mg/g*®, mientras que para la adsorcion de Ni(ll) se
observé que la adsorcion es pH dependiente y que se pueden reciclar las nanoparticulas
mediante un tratamiento con HCl 0.1 M*’. Mas ejemplos se han datado como la adsorcién y

48,49

recuperacion de As(V) y Cr(VI)™™, pero por interaccion electrostatica con nanoparticulas de

maghemita.

Trypan Blue como molécula contaminante modelo

El colorante Trypan Blue es una

molécula orgdnica de pequefio o
tamafio capaz de absorber en el | [ I "'|'|" %o

rango de 600 nm, lo que le otorga _ ||/

su caracteristico color azul intenso. I S
Esta molécula, de férmula N AN o

o
molecular C4H24NgNaz014Ss, °

Ha+

contiene en su estructura cuatro Estructura molecular del Trypan Blue.
Imagen procedente de PubChem
grupos sulfonato por lo que en

disolucién acuosa tendra carga neta negativa.

Se trata de un colorante ampliamente utilizado para ensayos de viabilidad celular®®, pero
., . 7 . 51 , . . ,
también puede ser empleado para observar hifas fungicas™, o como guia visual en cirugia para
cataratas®>. Ademds, ya era empleado a principios del siglo XX en experimentos que

permitieron deducir la existencia de la barrera hematoencefalica>.

Sin embargo, este agente quimico posee cierta toxicidad. Esta clasificado como carcindgeno
tipo 2B y se ha detallado que también acttia como teratogénico en animales’. Esto hace que

su eliminacidn deba ser regulada y controlada.

Por lo tanto, el hecho de que sea un colorante, con carga negativa en un amplio rango de pHy
con interés comercial en su eliminacién, hace que sea un modelo éptimo para su estudio. Por
un lado, su cuantificaciéon serd medida por espectrofotometria visible de forma sencilla y
directa. Ademds, se espera que se una a las nanoparticulas empleadas por interaccion
electrostatica debido a su pH y sin grandes problemas de impedimento estérico debido a su
reducido tamano. Finalmente, mediante estudio de este colorante se pueden extraer

conclusiones que sean aplicables a otros compuestos anidnicos.



Aplicaciones biomédicas

Las principales aplicaciones de este tipo de nanomateriales en clinica son: induccién de
hipertermia, potenciadores de la imagen por resonancia magnética y como vehiculizadores de
farmacos, proteinas, péptidos, DNA o RNA. Sin embargo, aunque la estabilizaciéon de las
nanoparticulas en disolucién es un hecho que se puede dar por superado, tras una inyeccidn
intravenosa de las nanoparticulas de éxido de hierro las nanoparticulas son expuestas a una
serie de procesos que reducen su viabilidad en la actualidad. La adsorcién de proteinas en el
plasma, la opsonizacién y la eliminaciéon por células fagociticas son tres factores clave y
suponen desafios que todavia se tienen que optimizar™. Por otro lado, ya hemos mencionado
gue existen varios métodos que nos permiten alterar estos factores y se estan realizando

grandes esfuerzos en poder aplicar las nanoparticulas magnéticas en clinica.

Nanoparticulas magnéticas como vehiculizadores
La gran superficie que poseen las nanoparticulas y poder dirigirlas a zonas especificas con un
campo magnético externo son los principales atractivos para emplear estos materiales como

55, 56

transportadoras de moléculas Algunas posibles aplicaciones directas del transporte

dirigido de farmacos son:

1. Dirigir fdirmacos antitumorales especificamente al tumor, lo que permitiria una menor
exposicidon del farmaco a los tejidos sanos y por lo tanto una reduccién drastica de los
efectos dafiinos este tipo de farmacos”.

2. Reversion de resistencia multiple en células tumorales. Este punto estd siendo
abordado desde muchos enfoques distintos, pero el relativo a las nanoparticulas
estaria bajo la premisa de que la p-glicoproteina (causante mayoritaria de la
multirresistencia) seria capaz de eliminar el farmaco de la célula cuando se encuentra
en membrana y no cuando ya se localiza en el interior celular”.

3. Administracién de genes. Como componentes empleados en nuevos tipos de vacunas
y en terapia génica, usualmente deben ser dirigidas a un érgano especifico. Es posible
emplear las nanoparticulas magnéticas para producir una magnetofeccion y evitar

vectores viricos”’.

Opsonizacion

Para la mayoria de las aplicaciones biomédicas, el principal problema que debe ser
solucionado es la escasa vida media que presentan las nanoparticulas magnéticas en sangre.
Uno de los procesos principales que actuan sobre la vida media es la opsonizacién y fagocitosis

de las nanoparticulas. Los macréfagos son capaces de eliminar las nanoparticulas de la sangre



en segundos cuando no se encuentran protegidas ni recubiertas®® haciendo que no sean utiles
para el transporte de ningln farmaco. Las células fagociticas son capaces de reconocer las
nanoparticulas debido a la adhesion de proteinas opsonizantes que se unen a su superficie™.
Por lo tanto, una de las estrategias a seguir es la ocultacidon de las particulas mediante la
modificacion de su superficie para que este tipo de proteinas no se puedan adherir. El

recubrimiento con polietilenglicol es uno de los métodos que mejores resultados ha tenido, ya

que se trata de un polimero hidrofilico, soluble en

agua y muy biocompatible que ademas es capaz de

) O

ha demostrado que el polietilenglicol es capaz de H OH

estabilizar las nanoparticulas no recubiertas®®®’. S

aumentar la vida media de las nanoparticulas en

sangre, y que también reduce la fagocitosis por Estructura molecular del p.olietileng/.icol.
Imagen procedente de Sigma Aldrich

macréfagos y monocitos® .

B-Lactoglobulina como proteina modelo

La B-lactoglobulina es uno de los componentes principales del contenido proteico de la leche
de rumiantes y de algunos mamiferos que se ha empleado sistemdaticamente como modelo
para estudios bioquimicos y biofisicos de unién, plegamiento, estabilidad y auto-
dimerizacién®. Sin embargo, a pesar de las altas concentraciones de dicha proteina en la leche,
no se ha determinado ninguna funcién especifica de la misma, pero se ha asociado a varias
funciones como la dieta y al transporte de diversos tipos de compuestos como retinol, acidos

grasos y moléculas no polares®.

Existen dos variantes genéticas de la B-lactoglobulina de suero bobino que se han clasificado
como subtipos A y B que difieren en 2 aminodcidos de los 162 residuos que posee la proteina.
La estructura secundaria presente en esta proteina se caracteriza por el barril B, compuesto

por 8 ldminas B antiparalelas® seguido por una hélice oy una ldmina B (ver figura 1).



907 bending

Figura 1. Representacion esquemdtica de la topologia de la 8-lactoglobulina. Las hélices a se representan en rojo, las
Idminas 8 en verde, y los bucles y giros en blanco. La cadena | estd involucrada en formacion del dimero, mientras
que las cadenas A-H se pliegan en dos hojas 8 (cadenas Ay-D y E-H-A., donde Ay y Ac son las regiones N-terminal y C-
terminal respectivamente65.

No obstante, se ha estudiado que para pH inferiores a 3 la proteina se encuentra
principalmente en forma monomérica, mientras que para pH superiores la forma principal es
dimérica, pudiendo presentar octameros favorecidos por la temperatura® . La estabilidad del
dimero viene dada por la interaccion de los monémeros mediante 12 enlaces de hidrégeno y 2
puentes salinos. Se muestra en la figura 2 los puentes salinos que intervienen en la

dimerizacion®.

Figura 2. Puentes salinos formados en el dimero de 8-lactoglobulina entre monomeros. En azul se muestran las
argininas y en rojo los aspdrticos.
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Se conoce que existen varios factores capaces de alterar el equilibrio monédmero-dimero. Entre
los mas estudiados estaria el pH, que actuaria fundamentalmente cambiando la carga neta de

la proteina, y la fuerza idnica®

Esta proteina tiene un punto isoeléctrico de 5.3 aproximadamente® por lo que en las
condiciones empleadas poseerd carga negativa. Esto va a hacer posible estudiar la adsorcidn

de la B-lactoglobulina a una superficie con carga positiva por interaccidn electrostatica.

Isoterma de Langmuir

Unas de las propiedades de mayor interés de las nanoparticulas es su capacidad de adsorcion
que las hace un material ideal para multiples aplicaciones debido a su gran relacion
superficie/volumen. Para poder estudiar el fendmeno de adsorcién de moléculas a la
superficie de las nanoparticulas emplearemos la ecuacién tedrica descrita a principios de siglo

XX por Langmuir.

La ecuacién de Langmuir o isoterma de Langmuir relaciona el grado de cobertura de una
superficie sdlida con la concentracion de una molécula que se encuentre en contacto a
temperatura constante. La isoterma tiene la siguiente expresion:

Qméx'a'P_ kq

1. q= g
4 A= 0P TR,

g indica la capacidad de adsorcién, a es la constante de equilibrio a una temperatura dada
definida como la razén entre la constante de asociacion y la contante de disociacién, mientras

que P es la concentracién de la molécula adherida o la presién parcial de un gas.
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Figura 3. Curva tedrica de la isoterma de Langmuir. Representacion de la fraccion recubierta (q/qms) frente a la
concentracion (P) de una molécula adsorbida en mM. Ejemplo realizado con a = 10

La grafica obtenida al representar la fraccién recubierta (q/qmsx) frente a la concentracion
posee una primera parte donde la adsorcién aumenta drasticamente al aumentar la
concentracién, pero este aumento de la adsorcidn decae gradualmente hasta que se alcanza

una segunda zona donde el incremento de adsorcidn es reducido.

En nuestro caso, la isoterma de Langmuir serd empleada para cuantificar la adsorcion de una
molécula en disolucién, colorante o proteina, a nanoparticulas de dxido de hierro recubiertas

con un polielectrolito cargado.

Es posible realizar una aproximacion experimental incorporando un exceso amplio de la
molécula que se pretenda adherir, empleando la zona final de la grafica donde la capacidad de
adsorciéon de las nanoparticulas equivale a la capacidad maxima de adsorcién. De este modo,
lo que se obtendria seria una dependencia lineal de la adsorcién entre ambas particulas con la

concentracién de nanoparticulas en el medio.

El desarrollo de la aproximacidn seria el siguiente:

ea 1 Gmax " @ - P _E
T 911 P “ Tk,
k
qméx'ﬁ'P
“ Ty Ry
ka "~ ka
Ka
3 ZCIméx ks P_) ZQméx'ka'P
T "ka ke p 1T kg tke P
kg kg
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Afadiendo un exceso de molécula adsorbida, la aproximacién realizada seria: k; < P

Por lo tanto, obtenemos aproximacion: k; + k, - P = k, - P

_ Qmax --I{?*—P
g P

= 4 = Qmax

Antecedentes y objetivos

Actualmente se ha conseguido emplear nanoparticulas magnéticas para captar distintos
metales divalentes, como Ca’* o Zn®, o para recuperar Au mediante nanoparticulas

funcionalizadas con grupos tiol (-SH)* *°

. Ademas, las moléculas organicas de bajo peso
molecular también pueden ser captadas por estas nanoparticulas para tratar aguas residuales,

como se ha comprobado para colorantes neutros®’.

Por otro lado, dentro de las aplicaciones de las nanoparticulas en biomedicina, uno de los
factores limitantes es la opsonizacidn. Este proceso se ha conseguido evitar parcialmente
recubriendo directamente nanoparticulas con polimeros altamente compatibles como el
polietilenglicol’® ®2. No obstante, esto puede inhabilitarlas como vehiculizadores de farmacos,

ya que el fdrmaco tampoco seria capaz de unirse a la nanoparticula magnética.

Objetivo general

Sintesis de nanoparticulas magnéticas recubiertas con un polielectrolito catidénico para
distintos fines: la eliminacion de moléculas anidnicas de bajo peso molecular en aguas
contaminadas y la utilizaciéon de polimeros neutros para reducir o prevenir la opsonizacion de

las nanoparticulas recubiertas como posible sistema vehiculizador de farmacos.

Objetivos especificos
= Sintetizar, recubrir nanoparticulas magnéticas de dxido de hierro con un polielectrolito

de alta densidad de carga positiva y caracterizar sus propiedades (estabilidad, carga,
tamano).

= Estudiar la capacidad de adsorcién de las nanoparticulas recubiertas a moléculas
organicas de bajo peso molecular cargadas negativamente.

= Estudiar la capacidad de adsorcion de las nanoparticulas recubiertas a una proteina
cargada negativamente.

= Determinar la capacidad de un tratamiento con polietilenglicol para reducir la

opsonizacion de la superficie de las nanoparticulas recubiertas.
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Materiales y métodos

Obtencion de nanoparticulas de 6xido de hierro (IONP).

Se obtuvieron nanoparticulas de dxido de hierro (IONP) a través de la coprecipitacion de hierro
(1) y hierro (I11)°. Para ello se goted 50 mL de una disolucién de hierro (1) 0,5M y hierro (Il1) 1M
en HCl 0,4M sobre 500 mL de una disolucién de NaOH 0.5M en agitacién. Se realizé bajo
atmédsfera de N, y a una temperatura controlada de 40°C manteniendo en agitaciéon durante
una hora a dicha temperatura. Finalmente se decantd magnéticamente y se realizaron dos

lavados con agua.
Reaccién producida durante la sintesis por coprecipitacidn:

Fe?* + 2Fe3t + 80H™ — Fe;0, + 4H,0

Cuantificacion de nanoparticulas desnudas por residuo seco

La cuantificacidon de las IONP no recubiertas se llevé a cabo por residuo seco. Se tomd una
alicuota de 2 mL, se decanté magnéticamente, se elimind el agua y se resuspendié en etanol.
Se dejé evaporar el etanol a 80°C en el termobloque durante toda la noche y se pesé el residuo
restante en el tubo. Se calculé la masa como la diferencia de peso existente en un tubo
eppendorf tras la evaporacién del etanol a 80°C, obteniéndose una concentracién final de

14,6 mg/mL.

Recubrimiento de IONP con polielectrolito

Las IONP se recubrieron con hidrocloruro de polialilamina (PAAH) de 17500 g/mol de peso
molecular. Para ello se prepard una disolucién de 1L que contenia 0.5 mg/mL de IONP y 0.5
mg/mL de PAAH a pH 7.2 ajustado con acido nitrico y se dejo en agitacién mecénica durante

una noche.
Purificacion de las IONP

Dialisis

Se empled un proceso optimizado de didlisis con una membrana con un tamafio de poro de
100 kDa para eliminar el exceso de PAAH de 17500 g/mol. Es decir, la membrana posee un
poro 5.7 veces mayor al tamafio del polielectrolito. Se hizo pasar un volumen de 10 litros de
agua destilada por la membrana a una velocidad de 1 L/hora. El método optimizado permite

una didlisis automatizada y con una velocidad de dialisis maxima.
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Precipitacion

El método de precipitacion con bicarbonato consistid en la precipitacion por bicarbonato
sddico 0.5 M y eliminacién del PAAH en exceso mediante tres ciclos de decantacidn. Los ciclos
de decantacién consisten en la decantacion magnética de las nanoparticulas, eliminacion de
sobrenadante y resuspensidn en agua. Tras los ciclos de lavados, se dializé para eliminar el
bicarbonato restante y se sonicd la muestra durante 60 minutos efectivos de sonicacién (10s

sonicando|20s sin sonicar).

Cuantificacion espectrofotométrica de nanoparticulas recubiertas

mediante formacion de un complejo con KSCN

Para el caso de las IONP recubiertas (IONP@PAAH), puesto que por diferencia de peso se

estaria sobreestimando la cantidad de IONP debido al peso del polielectrolito, se cuantificé la

cantidad de hierro mediante la formaciéon de un complejo de hierro (lll) con tiocianato
68, 69

potasico, que presenta un color rojo intenso con un maximo de absorbancia a 474 nm y

por tanto la cantidad de Fe;0,.

Para ello, se disolvieron las IONP@PAAH en HCl concentrado (6M) y peréxido de hidrégeno
0.75% para asegurar que todo el hierro estuviera en forma de hierro (lll). La medida realizada

fue la absorbancia a 474 nm del complejo Fe(SCN)** en presencia de un exceso de KSCN.
La reaccién se muestra a continuacion:
Fe?*(Fe3%),0,(aq) + 8HCL — Fe?*(aq) + 2Fe3*(aq) + 8Cl™(aq) + 4H,0(aq)
Fe?*(aq) + H,0,(aq) + 2H' - Fe3*(aq) + 2H,0(aq)
Fe3*(aq) + SCN™ & Fe(SCN)**(aq)

Los valores de absorbancia obtenidos se extrapolaron sobre una recta de calibrado obtenida

en estudios previos en el laboratorio (fig. 4).

15



1,2

1,0

0,8 y =218,51x
R?=0,999

0,6

0,4

Absorbancia a 474 nm

0,2

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

Figura 4. Determinacidn del coeficiente de extincion del complejo Fe(SCN)2+ (ag) en medio dcido (HCI 2M) a 474 nm.
Datos obtenidos previamente en el laboratorio.

coeficiente de extincion: e(474nm) = 218.51(mg Fe3*/mL)"tcm™1

Para expresar el coeficiente en mg de magnetita:

Fe3+>_1 s 55,85 103 mg Fe3* 3mol Fe3*
cm™1-

(474nm) = 218,51 <m9 1mol Fe '1mol Fe;0,

m

1 mol Fe;0,

) = 158,11 Fe.O L) lem™1
231,55 103 mg Fe30, (mg Fe30,/mL)™'cm

Medida de tamafio por DLS

El tamafio de las nanoparticulas fueron medidas por DLS (Dynamic light scattering) con el
dispositivo Particle Size Analyser 90 Plus Brookhaven. El método cuantifica el tamafo de
particulas en disolucion que se encuentren bajo un movimiento browniano midiendo la
velocidad de fluctuacién de la intensidad de luz. El tamafio calculado depende del coeficiente
de difusion translacional asumiendo que la particula es perfectamente esférica con la ecuacion

de Stokes-Einstein:

_ kT
~ 3mnD

d(H)

d(H) es el radio hidrodinamico, D es el coeficiente de difusidn translacional, K es la constante

de Bolzmann, T es la temperatura en kelvin y n es la viscosidad del medio™.

Por lo tanto, el valor obtenido en la medida corresponde al radio hidrodindmico promedio de
los coloides formados en suspension. Estos coloides son nanoparticulas de 6xido de hierro

agregadas unas con otras y recubiertas con la capa de hidratacion. En caso de que las
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particulas sean recubiertas, cabe esperar que el tamafio aumente respecto a las no

recubiertas, asumiendo el mismo nivel de agregacidn de las nanoparticulas.

Medida de carga superficial por potencial Z

El potencial Z fue medido con el software PALS (Phase analysis light scattering) en el mismo
dispositivo (Particle Size Analyser 90 Plus Brookhaven) afiadiendo un accesorio a la cubeta que
porta dos electrodos. Este pardmetro indica la carga superficial de las particulas en disolucion y

se calcula determinando la movilidad electroforética y aplicando la ecuacién de Henry.

_2-e-z-f(ka)

z es el potencial Z, Ug es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica, n es la
viscosidad del medio y f(ka) es la funcidn de Henry. La funcidn de Henry puede aproximarse
siguiendo la aproximacion de Smoluchowski, por lo que f(ka) seria 1,5. Sin embargo, para
particulas pequefias con constante dieléctrica baja, se realiza la aproximacién de Huckel, por lo
que f(ka) seria 1,0. En nuestro caso, las medidas se hicieron con 7 replicados con 10 ciclos de
aplicacién de voltaje a temperatura constante cada replicado empleando la aproximacion de
Smoluchowski”. La figura 7 muestra la variacidon del potencial Z en funcién del pH de IONP
obtenida experimentalmente en estudios anteriores en el laboratorio. El valor experimental

del punto isoeléctrico es de 6,3.
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Figura 5. Variacion del potencial Z frente al pH de las nanoparticulas de OJxido de hierro obtenido
experimentalmente. El punto isoelectrico expemental (PZC) es de 6,3. Datos obtenidos previamente en el
laboratorio.

Estabilidad coloidal

Para el experimento de estabilidad coloidal de las nanoparticulas se prepararon varios tubos

con una cantidad fija de nanoparticulas y se sometieron a una fuerza magnética externa
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determinada o se dejaron en ausencia de fuerzas magnéticas externas durante un tiempo

determinado. Se midié, pasado ese tiempo, la densidad éptica del sobrenadante a 445 nm.

Adsorcion Trypan Blue
Los experimentos de adsorcidn de Trypan Blue se realizaron manteniendo constante la

cantidad de colorante (18,26 pg/mL) y con una concentracion creciente de nanoparticulas en
tampon hepes 10 mM, pH=7,0. Después de poner en contacto el colorante con las
nanoparticulas magnéticas, se dejaron los tubos en agitacion mecanica durante la noche hasta
la mafana siguiente, se decantaron magnéticamente las nanoparticulas y se midié el colorante

restante en el sobrenadante por espectrofotometria ultravioleta-visible a 585 nm.

Eliminacion/Recuperacion de Trypan Blue
Se prepararon dos muestras de 6 mL conteniendo 37,5 pug/mL de Trypan Blue en hepes 10 mM

pH=7,0 y NaCl 0,67M. Una de las muestras se traté con 62,5 ug/mL de IONP@PAAH, tras unos
minutos incubacién las NP se decantaron magnéticamente y se midié la absorbancia del
sobrenadante a 585 nm, compardndose con la de la disolucién control (no tratada con NP).
Las NP decantadas se resuspendieron 2,04 mL NaHCO; 0,1 M pH=9,36 se sonicaron 15 minutos
en un bafio de ultrasonidos y tras decantarlas magnéticamente se midié de nuevo la

absorbancia del sobrenadante conteniendo el Trypan Blue recuperado.

Tratamiento con PEG
Se empled polietilenglicol de tres pesos moleculares distintos 400 g/mol, 6000 g/mol y 35000

g/mol. Para cada uno de los PEGs, se prepard un stock de IONP@PAAH con PEG en una ratio

1:10 IONP@PAAH:PEG y se dejé en agitacion mecanica durante toda la noche.

Para las IONP@PAAH en presencia de 10 mg/mL PEG 6000 g/mol se prepararon los tubos con
cantidades crecientes de IONP@PAAH, tampdn hepes pH=7,0, PEG 6000 g/mol y H,0 y se puso

en agitacion mecdnica durante una noche.

Adsorcion B-lactoglobulina
Los experimentos de adsorcion de B-lactoglobulina se realizaron sobre IONP@PAAH asi como

sobre IONP@PAAH tratadas con polietilenglicol. En dichos experimentos se mantuvo
constante la cantidad de proteina (1000 pig/mL) y se afiadieron concentraciones crecientes de
nanoparticulas en tampdn hepes 10 mM pH=7,0 o tampdn borato 10 mM pH=9,0. Después de
poner en contacto la proteina con las nanoparticulas magnéticas, se dejaron incubando los

tubos en agitacibn mecdnica durante toda la noche, tras lo cual se decantaron
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magnéticamente las nanoparticulas y se midid la proteina restante en el sobrenadante por

espectrofotometria ultravioleta-visible.

Para la cuantificacién de la proteina en el sobrenadante en los experimentos de adsorcion de
B-lactoglobulina se realizé el espectro de absorcion desde 400 nm a 240 nm cada 0,2 nmy se
empled el coeficiente de extincidn molar de la B-lactoglobulina (¢(280 nm) = 0.941 (mg/mL)
'em™ ) para relacionar la absorbancia obtenida a 280 nm con la concentracién de la misma. En
aquellos casos en los que resultd necesario corregir la dispersion de luz causada por las
nanoparticulas en el rango de absorcién de la proteina se aplicé el método de correccién de la
dispersién de Leach y Scheraga”. Para ello se utilizd la dependencia de la dispersion de luz
entre 340 y 400 nm, donde el coeficiente de la proteina es despreciable para corregir la

contribucidn de la dispersién a 280 nm. .
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Figura 6. Ejemplo de correccion de la dispersion en un espectro de B-lactoglobulina por el método de Leach y
Scheraga.

Resultados experimentales

Determinacion del comportamiento de las IONP@PAAH después de la
purificacion

Tras la sintesis de las nanoparticulas de éxido de hierro (IONP) y su recubrimiento con
hidrocloruro de polialilamina (PAAH), dando lugar a nanoparticulas de éxido de hierro
recubiertas de polialilamina (IONP@PAAH), se emplearon dos técnicas disponibles para la
purificacién de las mismas. Por un lado, se dializaron las IONP@PAAH para eliminar el exceso
de polielectrolito (IONP@PAAHd) vy por otro lado, se precipitaron con bicarbonato sddico

(NaHCOs) 0,5M (IONP@PAAHp) (ver materiales y métodos). Se realizaron estudios iniciales
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para caracterizar el comportamiento coloidal y la capacidad de adsorcidn de las nanoparticulas

tras la purificacion.

Estabilidad coloidal de IONP@PAAH

En primer lugar, se determind el tamafo por DLS de las IONP@PAAH purificadas por ambos
métodos y su carga superficial. Los valores de tamafio obtenidos fueron 133,6+0,1 nm con una
polidispersidad de 0,22+0,01 para las IONP@PAAH purificadas por dialisis y 144,4+8,3 nm con
una polidispersidad de 0,26+0,02 para las IONP@PAAH precipitadas. El potencial Z a pH=8,3
fue de 24,8%3,2 mV con una movilidad de 1,9+0,3 (1/S)/(V/cm)y de 31,2+3,7 mV con una
movilidad de 2,4+0,3 (u/S)/(V/cm) para las IONP@PAAH dializadas y las precipitadas,

respectivamente.

A continuacidn, se tomaron varias alicuotas de IONP@PAAHp en hepes 10mM, pH=7,0 y se
midié la densidad dptica del sobrenadante de la muestra a varios tiempos de incubacion (a
temperatura ambiente) sin aplicar ningln tipo de fuerza externa. Ademds, se tomaron
alicuotas de las muestras preparadas y se sometieron a una fuerza magnética externa durante
un tiempo determinado y se midid nuevamente la densidad dptica del sobrenadante. Se
muestra en la figura 7 la densidad dptica normalizada, en tanto por uno, frente al tiempo

estudiado (60 minutos).
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Figura 7. Representacion de la densidad dptica a 445 nm del sobrenadante frente al tiempo en minutos. Se muestra
en azul las IONP@PAAHp en ausencia de fuerza magnética externa, en violeta las IONP@PAAHp en presencia de
fuerza magnética externa, y en rojo las IONP@PAAHd en presencia de fuerza magnética externa.
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Se aprecia que el valor de densidad déptica, cuando no se aplica un campo magnético externo,
no varia a lo largo del tiempo, y que por lo tanto, la concentracién de nanoparticulas
permanece constante al menos durante una hora en disoluciéon a pH=7,0. Por otro lado, se
observa un ligero descenso en la densidad dptica del sobrenadante de las nanoparticulas
dializadas (rojo) y de las precipitadas con bicarbonato (violeta) al someterlas a un campo
magnético externo. Las muestras purificadas por métodos distintos tienen un comportamiento
muy similar, aunque no es exactamente idéntico. La capacidad del iman para atraer las
nanoparticulas es ligeramente mayor en el caso de las dializadas que en el caso de las
precipitadas. Tras una hora de aplicacidn del iman en el sobrenadante quedaron un 71,5% en
el caso de las dializadas (rojo) y un 83,5% en el caso de las precipitadas (violeta). En ninguno de
los casos, el iman fue capaz de retener mas de un 30% de las particulas en suspension tras una

hora de exposicién.

Capacidad de adsorcion de Trypan Blue a IONP@PAAH

Para determinar la capacidad de adsorcidon de las IONP@PAAH hacia moléculas de carga
opuesta, usamos como modelo un colorante (Trypan Blue). En la figura 8 se representa la
concentracién de Trypan Blue restante en el sobrenadante tras haber retirado las particulas
por decantacién magnética frente a la cantidad creciente de nanoparticulas inicial,
IONP@PAAHA (violeta) o IONP@PAAHp (rojo). El rango empleado de nanoparticulas fue de 0 a
10 pg/mL, mientras que todos los tubos contienen una cantidad fija de 18,26 pg de Trypan

Blue por mL.
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Figura 8. Concentracion de Trypan Blue (ug/mlL) restante en el sobrenadante frente a la concentracién de
nanoparticulas afiadidas inicialmente (ug/mL). Se representa en rojo las IONP@PAAH precipitadas y en violeta las
IONP@PAAH dializadas.
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Se observa que en el caso de las IONP@PAAHp a medida que aumenta la cantidad de
nanoparticulas, la cantidad de colorante restante en disolucién es menor. Ademads, este
comportamiento parece tener una dependencia lineal. Por otro lado, en el caso IODNP@PAAHd,
se produce un descenso progresivo hasta 3 pg/mL de nanoparticulas, entre 3-4 pg/mL se
observa una disminucién mas pronunciada de la cantidad de colorante detectado en el
sobrenadante, de forma que entre 4-6 pug/mL de nanoparticulas no queda practicamente
colorante en el sobrenadante después de retirar las nanoparticulas magnéticamente. Ademas,
para concentraciones mayores de 6 pg/mL de nanoparticulas la cantidad de Trypan Blue en el
sobrenadante se incrementa al aumentar la cantidad de nanoparticulas. Debido a las grandes
diferencias de comportamiento entre las muestras, se comprobd que los resultados fueran

reproducibles.

Espectro de absorcion del Trypan Blue

En la figura 9 se muestra el espectro de absorcién de Trypan Blue en medio acuoso (azul),
donde se observa un maximo de absorcidn en 598 nm. También se representan el espectro de
absorcién de Trypan Blue en presencia de polielectrolito PAAH (verde) — ratio 1:30 TB:PAAH
(p/p) y del Trypan Blue remanente en el sobenadante (rojo) tras la incubacién con 0.01 mg/mL
de nanoparticulas de éxido de hierro recubiertas con hidrocloruro de polialilamina dializadas

(NP@PAAHJ) y eliminacién de las nanoparticulas por decantaciéon magnética.
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Figura 9. Absorbancia normalizada de Trypan Blue frente a la longitud de onda en nandmetros. En azul se
representa el Trypan Blue en medio acuoso, en verde se muestra el Trypan Blue en presencia de hidrocloruro de
polialilamina - ratio 1:30 colorante:polielectrolito, y en rojo se representa el Trypan Blue restante en disolucion tras
la decantacion magnética y eliminacion de las IONP@PAAHd.

Se observa un desplazamiento del maximo de absorcién a longitudes de onda inferiores y un
incremento significativo de la absorbancia situado entre 650-700 nm tanto en el caso del TB en

presencia de PAAH como en el caso del sobrenadante de la muestra que se incubd con las

22



IONP@PAAHd. Indicando la presencia de PAAH libre residual en el sobrenadante de las las
IONP@PAAHd.

Tratamiento de aguas residuales: recuperacion de Trypan Blue

g maxima de adsorcion de Trypan Blue

Se cuantificd la capacidad de adsorcidn de las IONP@PAAHp al Trypan Blue. La grafica muestra
la cantidad de colorante restante en el sobrenadante frente a la cantidad de IONP@PAAHp
empleada. Se utilizdé una cantidad fija de colorante de 18,26 ug/mL y cantidades crecientes de

nanoparticulas desde 0 hasta 8 ug/mL.
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Figura 10. Concentracion de Trypan Blue (ug/mL) restante en el sobrenadante frente a la concentracion de
IONP@PAAHp (ug/mL).

Se observa que la cantidad de colorante restante en disolucién disminuye al aumentar la
cantidad de nanoparticulas y que la dependencia es lineal (Ver figura 10). Se realizé un ajuste
lineal y la pendiente obtenida fue de -0,50 pg Trypan Blue/ug IONP@PAAH con una R* de
0,986. La pendiente obtenida corresponde, segln la aproximacion empleada sobre la isoterma
de Langmuir, a la capacidad maxima de adsorcién de las nanoparticulas pero con signo

opuesto ya que la cantidad de colorante medida es la restante en el sobrenadante.

Eliminaciéon/Recuperacion de Trypan Blue

Se realizé una prueba de concepto para conocer si era viable la eliminacion de Trypan Blue en
aguas contaminadas. Para ello se prepararon dos muestras de 6 mL de modo que ambas
poseian 37.5 pg/mL de colorante en hepes 10 mM pH=7,0 y NaCl 0.67M. A la primera de las
muestras se le afiadié 62,5 ug/mL de IONP@PAAHp mientras que la segunda muestra se dejé
en ausencia de nanoparticulas. La segunda muestra fue utilizada como control y la primera se
colocé sobre un iman, se decantaron las nanoparticulas y se separé el sobrenadante.

Macroscépicamente, las particulas parece que decantaron en un tiempo inferior a 1 minuto,
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pero para asegurar que quedara en suspensién el menor nimero de nanoparticulas se dejaron
en presencia del iman durante 45 minutos. Finalmente, se resuspendié en 2,04 mL NaHCO; 0,1

M pH=9,3 para desorber el colorante de las nanoparticulas e intentar concentrarlo.

llustracion 1 Eliminacion de Trypan Blue por nanoparticulas magnéticas. A la izquierda se muestra el control sin
IONP@PAAH y a la derecha se muestran las IONP@PAAH decantadas magnéticamente después de adsorber el
colorante.

Los resultados de esta prueba muestran que las nanoparticulas de éxido de hierro recubiertas
con hidrocloruro de polialilamina fueron capaces de retirar el 99,15% del colorante en
disolucién y que tras la desorcion a pH=9,3 se pudo recuperar el 34,23% de colorante en el

primer lavado en un volumen tres veces menor al inicial.

Estudio de la opsonizacion con una proteina modelo, la -
lactoglobulina

Con el objetivo de conocer si el polietilenglicol es capaz de evitar la opsonizacidn, se estudio la
capacidad de adsorcién de las nanoparticulas a la B-lactoglobulina para poder evaluar
posteriormente si el tratamiento con dicho polimero neutro tiene algun tipo de efecto que
haga disminuir la capacidad de unién de la proteina a la superficie de las nanoparticulas,

inhibiendo la opsonizacién.

g maxima de f3-lactoglobulina
Se estudid la adsorcidn de las particulas purificadas por decantacion con bicarbonato sédico a
la proteina modelo, B-lactoglobulina. Se incubd una cantidad fija de proteina (1000 ug/mL) con

una cantidad creciente de IONP@PAAHp desde O hasta 50 pg/mL. Se ha representado la
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cantidad de proteina restante en disolucién tras decantar magnéticamente frente a la cantidad

de IONP@PAAHp inicialmente anadida.
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Figura 11. Concentracion de B-lactoglobulina (ug/mL) restante en el sobrenadante frente a la concentracion de
IONP@PAAHp (ug/mL).

Se observa que la cantidad de proteina restante en disolucién (sobrenadante) disminuye al
aumentar la cantidad de nanoparticulas y que la dependencia es lineal. Se realizd un ajuste
lineal y la pendiente obtenida fue de -4,59 ug B-lactoglobulina/pg IONP@PAAH con una R* de
0,993. La pendiente obtenida corresponde, segun la aproximacién empleada sobre la isoterma
de Langmuir, a la capacidad maxima de adsorcién de las nanoparticulas pero con signo
opuesto ya que la cantidad de B-lactoglobulina medida es la no adsorbida por las

nanoparticulas.

Efecto del tratamiento con polietilenglicol sobre la capacidad maxima de adsorcion

Se estudid el efecto del polietilenglicol sobre la capacidad maxima de adsorcién de B-
lactoglobulina a las IONP@PAAHp. Las particulas fueron tratadas con polietilenglicol en una
relaciéon 1:10 IONP@PAAH:PEG antes de que se incubaran con la proteina. En la gréfica se
muestra la cantidad de proteina restante en disolucién (en el sobrenadante tras la decantacion
magnética de las nanoparticulas) frente a la cantidad de IONP@PAAH tratadas con

polietilenglicol de 6000 g/mol inicialmente afiadida.
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Figura 12 Concentracién de B-lactoglobulina (ug/mL) restante en el sobrenadante frente a la concentracion de
IONP@PAAHp (ug/mL) en presencial de polietilenglicol 6000 g/mol - ratio 1:10 IONP:PEG.

Se observa que la cantidad de proteina restante en disolucidon disminuye al aumentar la
cantidad de nanoparticulas y que la dependencia es lineal. Se realizé un ajuste lineal y la
pendiente obtenida fue de -4,96 ug B-lactoglobulina /pg IONP@PAAH con una R* de 0,999. Por
tanto, las IONP@PAAH tratadas presentan una capacidad maxima de adsorcién de 4,96 pg B-
lactoglobulina/ug IONP@PAAH. Se aprecia al comparar con el valor obtenido respecto a
pH=7,0, que no existe una diferencia significativa entre la capacidad maxima de adsorcién de
las nanoparticulas en presencia de polietilenglicol respecto a las que se encuentran en

ausencia del polietilenglicol.

Se realizéd el mismo experimento con polietilenglicol de 400 g/mol y 35000 g/mol. Los
resultados se recogen en la tabla 1, donde también se ha incluido el tamafio y la

polidispersidad medidas para cada una de las muestras.

gmaxima R? del ajuste Tamaiio nm Polidispersidad

lineal (DLS)
IONP@PAAH 4,59 0,993 215,3+4,0 0,20+0,02
IONP@PAAH+PEG400 4,90 0,992 236,9+4,3 0,11+0,02
IONP@PAAH+PEG6000 4,96 0,999 280,8+23,5 0,24+0,04
IONP@PAAH+PEG35000 4,74 0,979 262,66,6 0,20+0,01

Tabla 1 g mdxima y tamaiio de las IONP@PAAH en ausencia y en presencia de polietilenglicol de distinto peso

molecular. Todas las muestras fueron purificadas por el método de precipitacion.
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También se estudié el efecto sobre la capacidad de adsorcion de IONP@PAAHp, a pH=7,0, al
tratarlas con polietilenglicol de 6000 g/mol de peso molecular a una cantidad fija de 10
mg/mL, un exceso muy superior al utilizado en los experimentos anteriores. El rango de
nanoparticulas estudiado es desde 0 a 90 pug/mL para una cantidad fija de proteina de 1000
pug/mL. Se compard, ademas, con el comportamiento de las IONP@PAAHp no tratadas. Se
representa (Figura 13) la concentracién de B-lactoglobulina restante en disolucion
(sobrenadante tras decantacion magnética) en funciéon de la cantidad de nanoparticulas
inicialmente afiadida (IONP@PAAHp) a pH=7,0 sin polietilenglicol (azul), y a pH=7,0 en

presencia de polietilenglicol 6000 g/mol de peso molecular 10 mg/mL (rojo).
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Figura 13. Concentracion de B-lactoglobulina (ug/mL) restante en el sobrenadante frente a la concentracion de
IONP@PAAHp (ug/mL). Se muestra en rojo las IONP@PAAHp en presencial de polietilenglicol 6000 g/mol 10 mg/mL,
y en azul, las IONP@PAAHp en ausencia de polietilenglicol ambas en tampdn hepes 10mM pH=7,0.

Se observa el mismo comportamiento tanto en presencia como en ausencia del tratamiento
con polietilenglicol al igual que en caso anterior a pesar de que el exceso de polimero neutro

es al menos 20 veces superior.

Efecto del pH sobre la capacidad maxima de adsorcion

Se analizd si el polietilenglicol tenia un efecto a pH=9,0, sobre la adsorcién de la proteina a las
IONP@PAAHp, donde la superficie de las nanoparticulas estd menos cargada. Se muestra la
concentracién de PB-lactoglobulina restante en disolucién en funcién de la cantidad de
nanoparticulas de oxido de hierro recubiertas con hidrocloruro de polialilamina (NP@PAAH) a
pH=9,0 en presencia de polietilenglicol 6000 g/mol de peso molecular 10 mg/mL (verde) y en
ausencia (violeta). El rango de nanoparticulas estudiado es desde 0 a 90 pg/mL para una

cantidad fija de proteina de 1000 pg/mL.
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Figura 14. Concentracion de B-lactoglobulina (ug/mL) restante en el sobrenadante frente a la concentracion de
IONP@PAAHp (ug/mL). Se muestra en verde las IONP@PAAHp en presencial de polietilenglicol 6000 g/mol 10
mg/mL, y en violeta, las IONP@PAAHp en ausencia de polietilenglicol ambas en tampdén borato pH=9,0.

A pH=9,0 en ausencia de polietilenglicol la proteina presenta una muy baja adsorcién, en
comparacién con la determinada a pH 7,0, a la superficie de las nanoparticulas, mientras que
en presencia de PEG se observa una adsorciéon también baja, pero ligeramente superior. En
ambos casos hay una dependencia lineal por lo que se realizd el ajuste. La pendiente obtenida
fue de -0,85 ug B-lactoglobulina/ug IONP@PAAH con una R de 0,926 en ausencia de PEG,
mientras que en presencia de PEG la pendiente obtenida fue de -1,968 g B-lactoglobulina/ug
IONP@PAAH con una R? de 0,961. La pendiente corresponde a la capacidad méxima de
adsorcién de las nanoparticulas pero con signo opuesto ya que la cantidad de B-lactoglobulina

medida es la no adsorbida por las nanoparticulas.

Discusion de los resultados

Determinacion del comportamiento de las IONP@PAAH después de la
purificacion

Tras la sintesis inicial de las nanoparticulas de magnetita (IONP) por el método de
coprecipitacion se llevd a cabo el recubrimiento de las mismas mediante el polielectrolito
catidnico hidrocloruro de polialilamina (PAAH) obteniéndose las nanoparticulas recubiertas
(IONP@PAAH). Este recubrimiento, por un lado, dota de una mayor estabilidad coloidal a las
nanoparticulas impidiendo su agregacion a pH fisiolégico, y al mismo tiempo, proporciona una
superficie con capacidad para adsorber moléculas de signo opuesto por atraccion
electrostatica. Ademas, podria permitir la union covalente de moléculas de interés a partir de

la derivatizacién de los grupos amino. Las nanoparticulas recubiertas (IONP@PAAH) fueron
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purificadas, es decir, se llevo a cabo la eliminacion del exceso de polielectrolito utilizado para

el recubrimiento, mediante dos métodos distintos: didlisis y precipitacion con HCO;'.

La didlisis consiste en hacer pasar un flujo de agua por una membrana con poro de tamafio 100
kDa con el objetivo de eliminar el exceso de polielectrolito que queda después del
recubrimiento, mientras que la precipitacién consiste en anadir bicarbonato sédico 0,5 M,
decantar las nanoparticulas, resuspender en agua, dializar para eliminar el bicarbonato y
sonicar. Las ventajas que aporta la purificacién por dialisis es que se trata de un método
simple, automatico y en un Unico paso. El proceso de precipitacién por bicarbonato, por el
contrario, consta de mas pasos en el protocolo y no esta automatizado, pero el tiempo
requerido para la purificacién de la muestra es menor. Ademas, el método de precipitacion

permite la concentracidn de la muestra de forma sencilla y rapida.

En primer lugar, se quiso estudiar la idoneidad de los métodos de purificacién utilizados. Para
ello, caracterizamos las NP obtenidas en base a su estabilidad coloidal y su capacidad de

adsorcion de moléculas de interés de carga opuesta.

La estabilidad coloidal de las nanoparticulas se debe principalmente al tamafio y a la carga
superficial de las mismas, de modo que aumenta cuanto menor sea el tamafio de las particulas
y cuanto mayor sea su carga. Por lo tanto, tras haber sido recubiertas con el PAAH las
particulas presentan una estabilidad coloidal alta ya que la densidad de carga expuesta al
disolvente es muy grande y ademds, esta estabilidad ha de mantenerse después del proceso

de purificacidn.

Las medidas de tamafio y potencial Z no mostraron diferencias significativas entre las
nanoparticulas purificadas por uno u otro método. Los diametros obtenidos son algo
superiores a los 100 nm y muy parecidos, y en ambos casos las nanoparticulas presentan una
carga superficial positiva a pH 8,3. Estos resultados indican que el recubrimiento con el
polielectrolito ha sido efectivo y se mantiene tras la purificacién, ya que a pHs superiores a 6,5
las nanoparticulas desnudas poseerian carga negativa, como claramente se ve en la curva de

titulacion de potencial Z frente a pH (figura 5).

En la figura 7 se confirma que la estabilidad coloidal de las particulas obtenidas por los dos
procedimientos es muy alta ya que incluso en presencia de una fuerza magnética externa
durante una hora, la cantidad de nanoparticulas decantada es inferior al 30%. Ademas, en

ausencia de dicha fuerza, la cantidad en suspensiéon de nanoparticulas no varia en el tiempo
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estudiado. Es cierto que existen ligeras diferencias entre el comportamiento de las particulas
purificadas por didlisis respecto a las purificadas por precipitacidn. La pequefia variacién entre
los diametros hidrodindmicos no es motivo suficiente para justificar la diferencia de
comportamiento, pero la polidispersidad que presentaron las muestras si. Los indices de
polidispersidad obtenidos son superiores a 0,2, lo que indica que el tamafio de todas las
particulas no es exactamente igual, pudiendo existir una distribucién bastante amplia de
tamanfios alrededor del didmetro medio obtenido, o incluso varias poblaciones con tamafios
distintos. Esto hace que el comportamiento frente al iman de las nanoparticulas pueda variar
ligeramente entre muestras, incluso con el mismo didmetro medio, ya que las nanoparticulas
de mayor tamafo dentro de la distribucidon son mas sensibles a ser atraidas por una fuerza
magnética externa y ademas presentan una contribucion a la dispersion de luz mas elevada.
Por lo tanto, asumimos que las pequefias diferencias encontradas no son significativas y estan
dentro de la variabilidad experimental debida a la distribucién de tamafios. Todo ello, nos lleva
a concluir que la estabilidad de las nanoparticulas purificadas por ambos métodos es muy

elevada y practicamente idéntica.

Por otro lado, se comprobé la capacidad de las particulas para adsorber moléculas de interés
de signo opuesto, utilizando el Trypan Blue como molécula modelo de carga negativa, por ser
ademas un colorante por el que existe un interés comercial en su eliminacién. Los resultados
obtenidos para las particulas purificadas por precipitacion y por didlisis fueron
significativamente diferentes (ver figura 8). Las particulas purificadas por precipitacién
(IONP@PAAHp) presentaban el comportamiento esperado: a mayor cantidad de
nanoparticulas, mayor cantidad de colorante adsorbido. Sin embargo, las muestras de
nanoparticulas dializadas (IONP@PAAHd) presentaban un comportamiento complejo de dificil
interpretacidon. Se planted estudiar la posible existencia de artefactos experimentales, o que
estuvieran ocurriendo mas procesos adicionales a la adsorcién, por lo que se decidié recoger el
espectro del colorante en el sobrenadante de las IONP@PAAH tratadas con didlisis. En la figura
9 se observa que el espectro de absorcién del colorante es modificado al estar en disolucion en
presencia de polielectrolito libre (en verde) respecto al espectro control de Trypan Blue (en
azul). Exactamente la misma variacidon en el espectro se obtiene en el sobrenadante de las
IONP@PAAH tratadas con didlisis. Esto parece indicar que el método de dialisis no consiguid
eliminar completamente el polielectrolito en exceso ya que es la presencia de polielectrolito
libre la que causa la alteracion en el espectro. Ademas, este hecho confirma que el
comportamiento complejo de adsorcidn que presentd la muestra dializada era causado por la

presencia de polielectrolito libre.
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En suma, se ha comprobado experimentalmente que de los dos procesos disponibles de
purificacién de las nanoparticulas, Unicamente el método de precipitacidon con bicarbonato es
adecuado, por lo que todos los experimentos posteriores se realizaron con nanoparticulas

purificadas por dicho procedimiento.
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Figura 15 Esquema resumen de los procesos de purificacion mediante didlisis y mediante precipitacion con NaHCO ;.
Se representa la ineficacia del método de didlisis para eliminar el exceso de polielectrolito libre tras el recubrimiento.

Tratamiento de aguas residuales: adsorcion/recuperacion de Trypan
Blue

Considerando las posibles aplicaciones que presentan las nanoparticulas magnéticas en el
tratamiento de aguas residuales, en este trabajo nos centramos en estudiar la recuperacion de
moléculas y contaminantes que presentan carga negativa en disolucidn. Para ello se empled
como molécula modelo el Trypan Blue y se estudié la capacidad de las nanoparticulas para

adsorberlo.

En primer lugar, se determind la capacidad maxima de adsorcidn de las nanoparticulas frente
al colorante. Para lo cual, se empled una aproximacion sobre la isoterma de Langmuir
empleando un exceso de colorante (ver materiales y métodos) y se obtuvo que la capacidad
maxima de adsorcion es 0,50 pg Trypan Blue/ug |IONP@PAAHp. Esto confirma la posible

aplicacion de las nanoparticulas para captar moléculas anidnicas en agua.

En segundo lugar, se realizé una prueba de concepto para determinar si seria viable utilizar las
nanoparticulas para adsorber, concentrar y recuperar la molécula adsorbida. Los resultados de
esta prueba fueron prometedores ya que por un lado, confirmaron que las nanoparticulas
fueron capaces de adsorber el 99,15% del colorante de una muestra, y por otro lado, se

consiguid desorber, concentrar y recuperar el 34,23% del colorante adsorbido en el primer
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lavado. Estos resultados requieren de un estudio pormenorizado y optimizacién de las
condiciones y el numero de lavados necesarios para la recuperacién maxima del colorante,
pero confirman que es una via posible. Ademas, seria también interesante estudiar si las
nanoparticulas empleadas son reutilizables dada las implicaciones, sobre todo a nivel

industrial, ya que reduciria los costes de utilizacion.

Estudio de la opsonizacion con una proteina modelo, la §3-

lactoglobulina

La opsonizacion que sufren la nanoparticulas al ser introducidas en un organismo vivo es a dia
de hoy una de las mayores limitaciones que tiene el uso de nanoparticulas, magnéticas o no,
en aplicaciones biomédicas, en general, y como vehiculizadores de farmacos mas
especificamente. Para estudiar este fendmeno in vitro se planted caracterizar la adsorciéon de
una proteina procedente del suero bovino (B-lactoglobulina) a las nanoparticulas previamente
sintetizadas (IONP@PAAHp) e intentar modificar dicha adsorcién mediante el tratamiento de

las nanoparticulas con un polimero neutro (polietilenglicol).

Se caracterizé inicialmente la adsorcion de la proteina a las nanoparticulas, calculdndose la
capacidad maxima de adsorcidn de las IONP@PAAH a B-lactoglobulina, obteniendo un valor de
4,5907 ug B-lactoglobulina/ug IONP@PAAH. Esto establece el punto de partida del estudio de
la opsonizacion, ya que el objetivo es conseguir un procedimiento que permita bloquear la

adsorcién de moléculas a la superficie de las nanoparticulas.

Para bloquear dicha adsorcidn se empled polietilenglicol debido a los prometedores resultados
que esta teniendo en la ciencia de nanomateriales para aplicaciones biomédicas por su alta
biocompatibilidad y el aumento que genera en la vida media de las nanoparticulas en sangre®®
2. Aunque en la mayoria de los estudios el polietilenglicol es utilizado como como
recubrimiento directo o primario de las nanoparticulas sintetizadas. En nuestro caso el
abordaje es ligeramente distinto ya que lo vamos a emplear con el objetivo de que interactue
con nanoparticulas previamente recubiertas con PAAH. Por lo que la interaccién se ha de dar
entre el PAAH que posee una alta densidad de carga positiva y el polietilenglicol, que es un
polimero neutro, mediante interacciones, por ejemplo, de tipo ion-dipolo. En el caso ideal, se

formaria una segunda capa de recubrimiento de polietilenglicol que oculte total o

parcialmente el PAAH para disminuir la interaccion con moléculas en disolucidn.

Se prepararon muestras de IONP@PAAH en presencia y ausencia de polietilenglicol (PEG) de
distinto peso molecular (400, 6000 y 35000 g/mol) para estudiar la capacidad de adsorcién de

la proteina a las nanoparticulas tratadas con PEG. Antes de estudiar la capacidad de adsorcion
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se midié el tamafio de las nanoparticulas de cada muestra obteniéndose un incremento en el
radio hidrodindmico de las IONP@PAAH en presencia de polietilenglicol, siendo para el PEG

6000 y PEG 35000 mas acusado.

Sin embargo, los resultados obtenidos en los experimentos de adsorcién de la B-lactoglobulina
no mostraron cambios en la g maxima de las nanoparticulas con ningun polietilenglicol (peso
molecular 400 g/mol, 6000 g/mol y 35000 g/mol), en las condiciones probadas. Se planted la
posibilidad de que en las condiciones estudiadas no tuvieran un exceso suficiente de
polietilenglicol para producir el efecto deseado, por lo que se selecciond el polietilenglicol de
6000 g/mol y se estudio la adsorcidn de la B-lactoglobulina a las nanoparticulas en presencia
de 10 mg/mL de PEG. En la figura 13 se puede apreciar claramente que no existe diferencia en
la capacidad de adsorcién con y sin PEG, por lo que queda confirmado que el polietilenglicol no
tiene ningun efecto inhibidor sobre el fendmeno de opsonizacion. En la grafica presentada se
observa ademas, una pérdida de la linealidad a partir de 50 pg/mL de IONP@PAAH porque en
las condiciones utilizadas no se cumple la aproximacién realizada sobre la isoterma de

Langmuir (ver materiales y métodos).

Dado que a pH=7,0 el polielectrolito presenta una elevada densidad de carga se planteé la
posibilidad de realizar el tratamiento con PEG a pH 9,0 donde la superficie de las

nanoparticulas estara menos cargada y el tratamiento podria sera mas efectivo.

Se puede observar al comparar las figuras con los experimentos realizados a los dos pHs (7,0 y
9,0) (figuras 13 y 14 respectivamente) que la capacidad de adsorcion a pH=9,0 es mucho
menor, respecto a pH=7,0, tanto en presencia como en ausencia de polietilenglicol. Esta
disminucién en la capacidad de adsorcidon de las nanoparticulas al aumentar el pH puede
atribuirse, principalmente, a la disminucién de la carga del polielectrolito al acercarnos a su
punto isoeléctrico, y por tanto a una menor atraccién electrostatica nanoparticula-proteina.
Sin embargo, también existe un efecto debido a la propia proteina. La B-lactoglobulina se
encuentra fundamentalmente en forma dimérica a pH fisiolégico, en cambio, al incrementar el
pH hasta 9,0 la carga de la proteina aumenta ya que se aleja de su punto isoeléctrico (pl=5,3) y
se desplaza el equilibrio mondmero-dimero hacia la formacién del monémero minimizando asi
las repulsiones proteina-proteina, existiendo una mayor proporcién de proteina monomeérica a
pH=9,0. La unidn de la especie monomérica a la nanoparticula producird menor adsorcién en
masa que la unidon de la especie dimérica. La existencia de este equilibrio, explicaria el
aumento de gms observada a pH 9,0 en presencia de PEG (1,97 frente a 0,85 en ausencia). La

presencia de polietilenglicol en el medio, a menudo utilizado como agente de crowding, podria
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estar desplazando el equilibrio hacia la formacion del dimero por ser una estructura mas

compacta, de menor volumen’".

Conclusiones y proyeccion futura

El presente trabajo presenta la sintesis, purificacién y caracterizacién de nanoparticulas

magnéticas recubiertas por el polielectrolito PAAH (IONP@PAAH), los resultados preliminares

para su aplicacion como adsorbente de moléculas anidnicas (contaminantes) en medio acuoso

y el estudio de la posibilidad de utilizacién del polietilenglicol para evitar la opsonizacién de

dichas particulas en aplicaciones biomédicas.

A partir de los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Durante el proceso de purificacidon de las nanoparticulas magnéticas recubiertas de PAAH,
el exceso de polielectrolito (no adsorbido a la nanoparticula) puede ser eficazmente
eliminado mediante la precipitacion de las nanoparticulas recubiertas con bicarbonato,
HCOs;" y su posterior separacidn magnética del sobrenadante. Las nanoparticulas asi
obtenidas muestran una elevada estabilidad coloidal al ser resuspendidas en disolucién
acuosa. Por el contrario, la eliminacion del polielectrolito en exceso mediante dialisis
demostré no ser un método eficaz al no poder conseguirse su completa eliminacién.

La adsorcidon y recuperacién del colorante anidnico Trypan Blue con nanoparticulas
IONP@PAAHDp fue efectiva. La capacidad maxima de adsorcién de estas nanoparticulas es
de 0,50 g de Trypan Blue/g de nanoparticula, consiguiéndose una eliminacion del
contaminante superior al 99% y una recuperacion posterior del mismo entorno al 34% en
los experimentos exploratorios. Todo ello abre un campo de aplicacion de las
nanoparticulas sintetizadas (IONP@PAAHp) para la eliminacion de contaminantes
anidénicos en aguas contaminadas. Es necesario un estudio mas detallado que permita
optimizar las condiciones de reutilizacidn de la nanoparticula y de re3cuperacion del
contaminante mediante desorcién de la nanoparticula en condiciones controladas.

La proteina anidnica B-lactoglobulina a pH fisioldgico fue adsorbida sobre la superficie
cargada de las IONP@PAAHp por interaccion electrostatica. Tratamientos de las
nanoparticulas con polietilenglicol no lograron disminuir la capacidad de adsorcién de la B-
lactoglobulina indicando que el polimero neutro utilizado no es eficaz para reducir o
mitigar el proceso de opsonizacién de estas particulas en medios bioldgicos.

El polietilenglicol tuvo un ligero efecto a pH 9,0 aumentando la capacidad de adsorcion de
las nanoparticulas sobre la B-lactoglobulina, posiblemente causado por el desplazamiento

del equilibrio monémero-dimero de la proteina.
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e Con el fin de poder evitar la opsonizacién de las IONP@PAAHp se requeriria la realizacidn
de estudios similares a los realizados utilizando otro tipo de polimeros como la
polivinilpirrolidona (PVP) y el polivinilalcohol (PVA). Otra opcidon viable seria el anclaje

covalente de las cadenas PEG al recubrimiento de PAAH.
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