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Fabricacion de Nanoplataformas
Multifuncionales para su Aplicacion en
nanomedicina: Agentes de Contraste en Imagen
Molecular, Hipertermia Magnética y Liberacion
de Farmacos.

Resumen

En el presente trabajo se ha realizado la sintesis de diferentes suspensiones coloidales
de nanoparticulas basadas en magnetita y silice densa y porosa, y su estudio como potencial
aplicacion en el campo de la biomedicina como agentes de contrate para imagen por resonancia
magnética, hipertermia magnética y sistema de liberacion de farmacos.

La sintesis de las nanoparticulas magnéticas se ha llevado a cabo mediante
descomposicion térmica de precursores organicos de hierro en disolventes orgdanicos. Tras la
sintesis es necesario refuncionalizar su superficie, para conseguir un coloide mas estable y que
pueda tener lugar la unién hibrida de estas nanoparticulas sobre un soporte siliceo (denso o
poroso) mediante un enlace peptidico. Las sintesis de las nanoplataformas multifuncionales de
soporte poroso ha finalizado, mientras las nanoparticulas hibridas de soporte denso se someten
a un crecimiento, lo que proporcionara un recubrimiento (shell) de 6xido de hierro sobre el
soporte de silice (core). Este paso es el intermedio para intentar sintetizar nanoplataformas
multifuncionales huecas de 6xido de hierro.

Tras cada sintesis, se procede a la caracterizacién de las nanoparticulas para conocer la
morfologia, el tamafio, el didametro hidrodinamico, la carga superficial y la concentracion de la
muestra. Y por udltimo se sucederan una serie de experimentos para probar su validez en las
aplicaciones de hipertermia, de carga de moléculas orgdnicas (cristal de violeta) y como agente
de contraste para resonancia magnética (relaxometria).
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Introduccion

1 INTRODUCCION

Los términos nanociencia y nanotecnologia proceden del prefijo griego “nano” o del
latin “nanus”, que significan “enano”. La nanociencia y la nanotecnologia son unas de las
disciplinas de mayor relevancia del siglo XXI, son multidisciplinares e interdisciplinares, y
engloban distintas areas cientificas como quimica, fisica, ciencia de los materiales, ingenieria,
biologia e incluso medicina. La nanociencia puede definirse como la ciencia que estudia los
fendmenos que tienen lugar a escala nanométrica, y la nanotecnologia como el disefio, la
sintesis, la manipulacién y la aplicacién de sistemas o dispositivos a través del control de la
materia a nanoescala.
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Figura 1. Escala nanométrica.

La figura 1 representa una escala nanométrica que compara diferentes tamafios desde
el ser humano hasta las nanoparticulas. Se considera nanomaterial a aquel que al menos una de
sus dimensiones oscila entre un nandmetro y varios cientos de nanémetros. El interés de estas
dimensiones radica en que, para determinados materiales, algunas de las leyes fisicas a escala
nanométrica difieren de las del material masivo, proporcionandoles propiedades Unicas como,
fluorescencia, plasman superficial, superparamagnetismo, alta relacién superficie/volumen, etc.
Debido a esto, el uso de los nanomateriales estd creciendo de forma exponencial y sus
aplicaciones cada vez abarcan un rango mas amplio. Desde aplicaciones de la vida cotidiana
como en cosméticos, crema de proteccion solar, envases para alimentacion, sector textil y en
electrodomésticos, hasta aplicaciones mas especificas como nanobiosensores, absorbentes para
purificacién de aguas contaminadas, agentes de contraste para imagen médica, en ingenieria de
tejidos, etc.

Ag

Recubrimiento bactericida
en electrodomésticos

TECNOLOGIA

@® re0,
Nanosensores
SiO2 MCM-41
Absorcién de
moléculas organicas

TiO2
Proteccién
contra rayos UV

NANOSISTEMAS
Hipertermia dptica
Au

Liberacion controlada . . Fe304
3 Biomarcadores
de farmacos

Si0, MCM-41 Au, Ag, Cu, Co,...

Figura 2.Algunos ejemplos de nanomateriales y sus aplicaciones en tecnologia y biomedicina.

Agente de contrate
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Introduccion

La figura 2 recoge algunos ejemplos de materiales nanoestructurados y sus aplicaciones.
Entre los materiales mas versatiles con aplicaciones tanto en el sector de la biomedicina como
en el drea tecnoldgica. Cabe destacar las nanoparticulas magnéticas. La magnetita (FesO4) es un
material muy utilizado como agente de contraste, en biosensores, como separador catalitico, en
hipertermia, etc. Esto se debe a que su principal caracteristica a escala nanométrica es el
superparamagnetismo. Es un comportamiento magnético con algunas caracteristicas
del ferromagnetismo y otras del paramagnetismo. Esto conlleva que bajo el efecto de un campo
magnético, las nanoparticulas tienen un comportamiento magnético, pero cuando cesa la
influencia del campo, también cesa su respuesta magnética.

Otro material muy interesante es la silice (SiO,), tanto densa como porosa, ya que es
biocompatible y biodegradable. Su fabricacidn es sencilla, engloba un amplio rango de tamafios
y su funcionalizacidn abarca diferentes posibilidades. En el caso de la silice porosa su relacién
superficie/volumen es muy grande, lo que hace que sea una candidata perfecta para cargar
moléculas huésped.

Mientras que las nanoparticulas individuales generalmente desempenan una unica
funcién, la combinacidon de ellas permite crear sistemas hibridos que combinan diferentes
funciones en un mismo nanosistema, produciéndose un efecto de sinergia. Para una unién
hibrida es necesario una elecciéon inteligente de materiales individuales a combinar, y ha de
hacerse teniendo en cuenta las aplicaciones a las que se va a destinar.

Las propiedades unicas y los beneficios de la silice y la magnetita los hacen
nanomateriales ideales para combinarlos. El propdsito de conseguir estas nanoparticulas
hibridas es que combinen aplicaciones biomédicas y tecnoldgicas. La presencia de las
nanoparticulas magnéticas daria a la estructura hibrida aplicacion como agente de contrate en
Imagen por Resonancia Magnética (IRM), mientras que la silice porosa aportaria al nanosistema
hibrido propiedades absorbente para cargar moléculas orgdnicas, como farmacos o tintes, que
posteriormente podrian ser liberados por hipertermia.

No son muchos los métodos de sintesis descritos en bibliografia que definan el anclaje
de nanoparticulas magnéticas sobre soportes de silice densa, y menos aun sobre silice porosa.

Los primeros procedimientos publicados fueron el método electroquimico [1] y la
sonicacién quimica [2, 3] de Fe(CO)s sobre nanoparticulas de silice. El principal inconveniente es
que las nanoparticulas hibridas que se obtienen directamente de la sintesis no tienen repuesta
magnética, por lo cual es necesario aplicar un tratamiento térmico post-reaccién que produce
la formacion de agregados magnéticos distribuidos de forma heterogénea sobre la superficie de
la silice (figura 3).

Sonicacién . Tratamient
ca & ralam!en o P
. quimica 2+ térmico . -
Fe(CO), + SIi0, e 05Si0,6

Figura 3. Sintesis por sonicacion quimica y tratamiento térmico post-reaccion.

Métodos mas recientes consisten en ensamblar a la superficie de la silice nanoparticulas
magnéticas previamente sintetizadas a través de interacciones electrostaticas [4-6]. Como
ejemplo cabe destacar el método layer-by-layer (autoensamblaje capa a capa) que intercala
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Figura 4. Método layer-by-layer de Zhu, Y., et al. (2003) [5]

capas de polielectrolito cargado positivamente con capas de nanoparticulas magnéticas
cargadas negativamente (figura 4). Sin embargo, el inconveniente de este método es que su
sintesis requiere muchas etapas experimentales y ademas la fuerza idnica entre capas puede ser
debilitada con variaciones en el pH del medio, llegando a producirse el desmoronamiento de la
estructura.

Debido a los inconvenientes de los procedimientos anteriormente descritos, mds recientemente
se han desarrollado métodos en los que nanoparticulas magnéticas han sido ancladas a la
superficie de la silice a través de interacciones covalentes [7-11], unién mas robusta y estable
frente a variaciones de pH que las interacciones idnicas. Kim, J., et al. (2006) desarrollaron un
método de anclaje covalente utilizando una reaccién de sustitucién nucledfila (figura 5). El
inconveniente de este método de sintesis es que la reaccidon se lleva a cabo con disolventes
organicos toxicos, como el tolueno. Ademas las nanoparticulas hibridas resultantes tienen que
ser recubiertas en una etapa posterior con PEG (polietilenglicol) para conseguir su
biocompatibilidad.

Br—’

o — g‘_
BMPA-stabilized
magnetite

nanoparticles

silica sphere

Figura 5. Sustitucion nucledfila realizada por Kim, J., et al. (2006) [8].

En este contexto el reto inmediato que se plantea es el disefio de un nuevo método de
sintesis que permita la unidn covalente de las nanoparticulas magnéticas a un soporte de silice
evitando la utilizacién de disolventes toxicos y permitiendo su obtencién en una Unica etapa y
en medio acuoso.

2 OBJETIVOS

Los objetivos principales de este trabajo son el disefio de una nueva ruta de sintesis de
nanoparticulas hibridas, compuestas por un ntcleo o soporte (core) de silice, densa o porosa, y
un recubrimiento de nanoparticulas magnéticas con potenciales aplicaciones tanto en el area
biomédica como en el drea tecnoldgica. Asi como el estudio y caracterizacidén de estos materiales
de cara a su aplicacion como agente de contraste en IRM y como sistema de carga de moléculas
orgdanicas y liberacion por hipertermia.
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Procedimiento Experimental

3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 Sintesis de Nanoparticulas Magnéticas: Fe3O4

Las nanoparticulas (NPs) de magnetita solubles en agua se sintetizan siguiendo el
procedimiento previamente descrito en bibliografia. Los reactivos necesarios para la sintesis son
acetil acetonato de hierro (Ill) (Aldrich) y trietilenglicol (TREG) (Aldrich), 4&cido
dimercaptosuccinico (DMSA), etanol absoluto, acetato de etilo (Aldrich) e hidréxido sédico
(NaOH) (Aldrich).

En un matraz de tres bocas se introduce acetil
acetonato de hierro (Ill) (0,6 g) y (TREG) (90 ml). Se
procede a realizar el montaje de la figura 6, que consta
de un agitador mecanico, un sistema de reflujo, un
equipo para controlar la temperatura (termopar, manta
y controlador de temperatura), y una corriente de argén
para desgasificar. La mezcla se calienta hasta 180°C a
una velocidad de 152C/min, y se mantiene a dicha
temperatura durante 30 minutos para conseguir la
descomposicion del precursor, que tiene lugar a
temperaturas entre 180-190°C. A continuacion, se
calienta a una velocidad de 5°2C/min hasta 280°C,
temperatura a la cual se mantiene durante 30 minutos.
La solucidn resultante se deja enfriar hasta temperatura
ambiente. Posteriormente se afiaden acetato de etilo
(40 ml) y etanol absoluto (10 ml) y la mezcla resultante
se deja bajo el efecto de un imdn durante al menos una

noche para producir la separacidn magnética de las
nanoparticulas. Figura 6. Montaje para sintesis de NPs Fe304

Tras la precipitacion magnética se procede a los lavados para eliminar los reactivos
sobrantes. Sin que la solucién deje de estar bajo el efecto del campo magnético del iman, se
procede a la separacidn de las nanoparticulas de su sobrenadante, simplemente vertiendo éste
a otro recipiente. A continuacidn se afiadira etanol absoluto (10 ml) y acetato de etilo (40 ml) a
las nanoparticulas y para redispersar la mezcla, ya que estaran aglomeradas por efecto del iman,
se utilizara un bafio de ultrasonidos. Se repetira el proceso otras dos veces.

Para funcionalizar las nanoparticulas se prepara una disolucién de agua destilada (20 ml)
con acido dimercaptosuccinico (DMSA) (0,3 g) que se afiade directamente sobre las
nanoparticulas magnéticas precipitadas dando una suspensién muy turbia, sobre la que se
afiade gotas de una disoluciéon de hidréxido sddico (0,3g en 10 ml de agua) hasta que
desaparezca la turbidez.

Tras este proceso se procedera a su didlisis para eliminar el exceso de DMSA y NaOH. Se

introducira la solucién dentro de la membrana de didlisis, y ésta en un bafio de agua destilada
con agitacion, el cual se cambiard regularmente para contribuir a la difusién.
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Procedimiento Experimental

3.2 Sintesis de Nanoparticulas Hibridas: MCM-41@Fe30O4 vy
SiO2@Fe304.

El soporte de las nanoestructuras hibridas son nanoparticulas de silice densa (SiO2) y
porosa (MCM-41), sintetizadas en el grupo siguiendo el método Stober [12] y el método
reportado por Zeng et al. [13], respectivamente. Posteriormente a su sintesis ambas fueron
tratadas con APTES (aminopropil trimetoxisilano) lo que permitié funcionalizar su superficie con
grupos amino (NH,).

Para que la reaccidn se lleve a cabo se mezclan una relacion de masas de
silice/magnetita de 0,75/0,45 mg, respectivamente. Las nanoparticulas se encuentran en
disolucién acuosa, y la cantidad de volumen a mezclar dependera de la concentracion de la
disolucién. La concentraciéon de la silice es constante (30 mg/ml) para todas las sintesis, y se
pipetearan 0,025 ml. En las disoluciones de magnetita, varia la concentracidon dependiendo del
lote sintetizado, y en cada caso sera un volumen diferente, el preciso para que pipeteen 0,45
mg de nanoparticulas. Para que se produzca el ensamblaje y tenga lugar la formacidn del enlace
peptidico es necesario un control exhaustivo del pH, que debe tener un valor en la disolucidn
resultante en torno a 5. Se introduce la mezcla en un agitador rotativo para tubos a 40 rpm
durante al menos 24 horas.

3.3 Sintesis de Nanoparticulas Core-Shell SiO2@FexOy

Tras el semillado de la silice densa, se procede al segundo paso para conseguir estructura
core-shell. Los reactivos necesarios son: Cloruro férrico hexahidratado (FeClsx6H,0) (Aldrich),
sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4x7H,0) (Aldrich) y etilenglicol (Aldrich).

El montaje de la figura 7 es el necesario
para el proceso experimental. Consta de un
agitador mecdnico, un controlador de la velocidad
de inyeccidn (0,1 ml/hora) y una placa calefactora
con control de temperatura (852C). El matraz
contiene agua destilada (5 ml), etilenglicol (1 ml)
y nanoparticulas hibridas de silice densa (0,5 ml
de concentracién de silice 0,6 mg/ml). Sobre la
disolucién contenida en dicho matraz, se afiadirdn
por inyeccion 0,5 ml de una disolucidn acuosa que
contiene FeClsx6H,0 (0,9 mg) y FeS04x7H,0 (1,8
mg) en 2 ml de agua. El proceso de adicion se
realiza durante 20 horas, después de las cuales las
nanoparticulas se aislan por centrifugacion vy
lavados con agua.

Figura 7. Montaje para sintesis de NPs Core-Shell

3.4 Experimento absorcion-desorcion de CV.

El reactivo escogido para estos ensayos es el cristal de violeta (CV) o violeta de metilo
(Aldrich), un compuesto quimico utilizado como tinte o marcador.

El experimento ha constado de varias partes, las cuales se detallan a continuacion:
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El primer paso fue preparar diferentes disoluciones de CV con concentraciones
conocidas (0,01, 0,005, 0,0025, 0,00125 mg/ml) para construir una recta de calibrado que
relacione absorbancia con concentracion.

El segundo paso consistid en cargar las nanoparticulas hibridas semilladas con CV
durante 3h a diferentes pHs (2, 4, 6. 8, 10 y 12 aproximadamente) y ver el valor de pH 6ptimo
en el cual las nanoparticulas adsorbian la mayor cantidad de CV. El pH se ajusté con disoluciones
de HCl y NaOH.

Una vez conocido el pH al cual la adsorcion de CV es maxima, el tercer paso fue estudiar
la cinética de adsorcidn del cristal de violeta. Para ello se ha seguido el siguiente procedimiento:
Medir absorbancia del CV (inicial) una vez ajustado su pH. El siguiente paso sera anadir las
nanoparticulas hibridas porosas (0,1 ml de 17,6 mg/ml de concentracién) al CV (5,8 ml).
Agitacion un tiempo determinado en el agitador rotativo. Centrifugacién (6000 rpm; 20 min)
para que precipiten las nanoparticulas, y poder extraer el sobrenadante, cuya concentracién de
CV se medird en el equipo de espectroscopia UV-Vis. Después de la medicion, el sobrenadante
se afnadird de nuevo a las nanoparticulas y la mezcla se sometera a ultrasonidos para obtener
una suspensidon homogénea. Esta se pondra en agitacion de nuevo para seguir la cinética de
absorcién. Se repetird el proceso desde la agitacion, tantas veces como sea necesario hasta que
se absorba la carga maxima.

3.5 Caracterizacion
3.5.1 Microscopio Electronico de Trasmision (TEM)
Preparacidn de la muestra.

Para visualizar las nanoparticulas en el microscopio electronico de transmisidon es
necesario poseer una suspensién diluida de éstas. A continuacién, se toma una gota (0,01 ml
aproximadamente) de esta disolucion y se deposita sobre una rejilla de cobre donde la gota se
deja evaporar.

Funcionamiento tedrico del equipo.

El microscopio electrénico se compone S -
de un sistema de vacio, una pantalla donde se s
proyecta una imagen aumentada de la muestray Lonte
condensadora
una camara fotografica o pantalla de ordenador \ Brazo de soporte
= de la muestra

que tienen la funcidon de registrar la imagen.
Dentro del sistema de vacio se encuentran un
c.anon que produce un haz e.lectrones y un Eipaiio e
sistema de lentes electromagnéticas. El esquema  delapanalla @l
del microscopio electrénico se puede observar

en la figura 8.
Lente de

Para la obtencion de una imagen, el cafidn proyeccidn
electrénico produce un haz de electrones que es
acelerado mediante una diferencia de potencial. Pantalla visual

El haz es dirigido y focalizado por las lentes
condensadoras hacia la rejilla donde esta
depositada la muestra. Una vez que interactien

Figura 8.Esquema funcional del TEM
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con la muestra unos electrones chocardn y otros la atravesaran formandose asi una imagen,
gracias a las lentes objetivo, que posteriormente sera aumentada y proyectada por las lentes
proyectoras. El equipo utilizado ha sido el FEI TECNAI T20 del Laboratorio de Microscopias
Avanzadas de la Universidad de Zaragoza.

3.5.2 Radio Hidrodinamico

El radio hidrodindmico de una nanoparticula es el que comprende la parte inorganica
gue se visualiza en el TEM mas los ligandos orgdnicos de la funcionalizacién anclados a ella.

Preparacion de la muestra: Para la medicidn se introduce una cubeta en el equipo con
3ml de muestra, debidamente diluida en caso necesario, porque si hay demasiada concentracion
de nanoparticulas no se puede realizar la medicidn correctamente.

Funcionamiento tedrico del equipo: La medicién del didmetro hidrodindmico (Dh) de
las particulas se realiza a partir de la medida del movimiento browniano de éstas, es decir a
partir del movimiento al azar de las particulas dentro del solvente por efecto del choque con las
moléculas del medio que las rodea. Al incidir la luz del Idser sobre las particulas en suspension,
éstas dispersan luz en todas las direcciones llegando al detector la radiacion dispersada a un
angulo determinado. Este detector registrara las fluctuaciones de la intensidad de la luz a lo
largo del tiempo que son debidas al movimiento de las particulas. Un correlador digital compara
las fluctuaciones a lo largo del tiempo con respecto a la primera sefal creando una funcién de
correlacién que tras la aplicacién de diversos algoritmos da como resultado el didmetro
hidrodindmico de las particulas y su distribucién. El equipo utilizado para esta caracterizacion ha
sido Instruments 90 plus Particle Size Analizer.

3.5.3 Potencial Zeta (¢).

El potencial zeta es la carga eléctrica que posee la superficie de una nanoparticula.

Preparacidn de la muestra: Se realizaran distintas medidas, cada una a un pH diferente
(2,3,4,5,6,7,8,9,10y 11), para lo cual es necesaria una disolucién tampdén de KCI (100 ml a
0,01M) de la que partir, y en diferentes viales (10 ml de KCl en cada uno) ir a justando el pH en
cada caso con ayuda de un pHimetro y disoluciones de HCl y NaOH. En la cubeta se introducira
la disolucién tampdn pH 2 (1,5 ml), la muestra (0,1 ml, diluido debidamente si es necesario), y
el electrodo que creard una diferencia de potencial. Se repetira el proceso para los distintos pHs.

Funcionamiento tedrico del equipo.

La medicién de la carga superficial de las particulas se realiza a partir de la medida de la
velocidad con la que migran las particulas al aplicar una diferencia de potencial a los electrodos
de la célula que contiene la suspensidn (movilidad electroforética). Este registro de la movilidad
electroforética se lleva a cabo a partir de la técnica de velocimetria de laser Doppler en la que
se mide las fluctuaciones del haz dispersado y combina con un haz de referencia. La combinacidn
de estos haces da como resultado un haz en el que la intensidad de las fluctuaciones es
directamente proporcional a la velocidad de las particulas. A partir de la obtencién de la
movilidad electroforética se puede calcular el potencial €. El equipo utilizado es el Instruments
90 plus Particle Size Analizer.
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3.5.4 Relaxometria

La relajacién es el conjunto de procesos por los que la magnetizacién nuclear recupera
el equilibrio tras someterse a pulsos de campos magnéticos externos. El tiempo de relajacién es
el tiempo que le ocupa retorna a su estado de equilibrio.

Preparacidn de la muestra.

Para realizar la caracterizacion, se estudian diferentes muestras de diferentes
concentraciones atemperadas a 372C, preparadas en tubos RMN como se indica en la tabla 1:

H20 destilada Muestra

0,2 ml 0 ml

0,16 ml 0,4 ml
0,12 ml 0,8 ml
0,8 ml 0,12 ml
0,4 ml 0,16 ml
0ml 0,2 ml

Tabla 1. Tabla de concentraciones de las muestras medidas por relaxometria.

Funcionamiento tedrico del equipo.

La base de esta técnica es la aplicacién de un campo magnético fijo a lo largo de un eje
para dar una direccién estable a la magnetizacién, y después una serie de pulsos perpendiculares
para rotar la magnetizacion y dejar que vuelva a relajarse. Para la medicion del tiempo de
relajacién trasversal T2 se ha empleado una secuencia de pulsos llamada “Carr-Purcell-
Maiboom-Gill” (CPMG). Tras la aplicacién del campo magnético de 1,5 T se aplica un pulso de
902 en el eje x que va seguido de un pulso de 1802 en el eje y tras un tiempo 1. A este pulso le
sigue otro de 1802 en el mismo eje y pasados dos veces el tiempo T se registra la seial del
momento magnético de los nucleos en los ejes x e y, que disminuye con el tiempo. El equipo
utilizado fue Minispec MQ60 de Brucker.

3.5.5 Espectroscopia Ultravioleta-Visible

La espectroscopia es el estudio de la interaccidn entre la radiacién electromagnética y
la materia, y la espectroscopia ultravioleta-visible (UV/VIS) es la que trabaja esas zonas
del espectro electromagnético. Esta técnica se emplea en este proyecto para cuantificar
concentraciones de hierro.

Funcionamiento tedrico del equipo.

Cuando un haz de radiacion UV-Vis atraviesa una disolucion conteniendo
un analito absorbente, la intensidad incidente del haz es atenuada. Esta fraccidn de radiacion
que ha logrado traspasar la muestra es denominada transmitancia (T) pero a efectos practicos
se utilizara la absorbancia (A = -logT). Este equipo permite comparar la radiacion absorbida por
una solucidn que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad
conocida de la misma sustancia.

Preparacidn de la muestra.

Para poder medir la muestra es necesario haberla digerido con anterioridad, para
trasformar moléculas complejas en moléculas mas sencillas, en este caso para conseguir iones
de Fe**a partir de la magnetita. Para ello se utilizardn HCI (3,64 ml) y HNOs (1,24 ml) diluidos en
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agua (2,128 ml), de los cuales se prepararan dos lotes, uno para la medicién del blanco que se
reservard y otro para la digestion, al cual se afiadiran las nanoparticulas (0,4 ml). A continuacion
la mezcla se mantendra agitando, con ayuda de un pequefio iman, y calentando (652C) durante
150 minutos. En que la nueva muestra esté a temperatura ambiente, se enrasara en un matraz
aforado (10 ml) con una disolucion de HCI (6M).

Tras ello se procedera a la valoracion de la muestra. La primera medida debera ser del
blanco, para realizar la medida de referencia sin nada de soluto. La segunda se realizara con
ayuda de una disolucién de tiocianato de potasio (KSCN) (50 ml de 1,5M), que se unira a los
iones de hierro y la solucién adquirira una tonalidad rosacea, mads intensa cuanta mas alta sea
la concentracion y viceversa. En una cubeta se afiadiran KSCN (1,5 ml), y la muestra (1,5 ml). Se
repetird el proceso 3 veces para hacer la media de los tres resultados.

4 DISCUSION Y RESULTADOS

4.1 Esquema de Trabajo

o
4 )
(B)
)
oo
(] (C)
L L Y
(D)

(E)

Figura 9. Esquema de sintesis de NPs.

En la figura 9 se pueden apreciar claramente las dos sintesis desarrolladas en este
trabajo. Se distinguen 5 niveles A-E. Ay B son los materiales iniciales, siendo magnetita, silice
porosa MCM-41 y silice densa. El nivel Crepresenta las nanoparticulas hibridas multifuncionales.
El proceso A + B 2 C es el semillado de las nanoparticulas de magnetita sobre las respectivas
silices. El proceso C = D es la etapa de crecimiento para dar la estructura core-shell D. Y por
ultimo, en el nivel E se encuentra la nanoparticula hueca, tras pasar por un procedimiento D 2>
E para eliminar el soporte de silice.
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4.2 Nanoparticulas superparamagnéticas

La sintesis de las nanoparticulas de hierro se ha realizado mediante el método de
descomposicion térmica de un precursor en medio organico. El precursor de hierro utilizado es
el acetil acetonato de hierro (lll) y el disolvente organico en el que tendra lugar la
descomposicion es el TREG. El cual actia como reductor y estabilizante quedando adsorbido en
la superficie de las nanoparticulas (figura 10). El disolvente promueve la reduccién parcial del
Fe¥* a Fe?*, dando como resultado nanoparticulas compuestas por 6xido ferroso-diférrico o
magnetita (Fes0.), con férmula quimica: Fe?*(Fe3*),0,.

Inicialmente, la mezcla de reaccidn posee una tonalidad rojiza, pero cuando el proceso
de sintesis finaliza, la solucién resultante adquiere un tono negro debido a la formaciéon de
nanoparticulas.

Figura 10. Sintesis de NPs Fe30,.

Debido a que el TREG esta unido débilmente a la superficie de las nanoparticulas, podria
desorberse con el tiempo provocando aglomeracion de las nanoparticulas. Por ello es necesario
después de la sintesis en TREG realizar un cambio de ligando, que se realizara sustituyendo el
TREG por DMSA (figura 11). La reaccion de refuncionalizacién se lleva a cabo en medio acuoso.
El DMSA se une covalentemente a la superficie de la nanoparticula, con lo que se evita la
aglomeracién de las nanoparticulas con el tiempo, dejando en la superficie grupos COOH que
serviran para el futuro anclaje de las nanoparticulas magnéticas al soporte de silice.

Figura 11. Funcionalizacion de NPs magnéticas.

504

b)
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Mean 7,121
StDev 1,902

30 N 400

Frecuencia
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Distribucion de diametros (nm)

Figura 12. (a) Imagen TEM y (b) distribucion de tamarfios de didmetro (nm) de las NPs Fe30,.
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La figura 12a muestra una imagen de TEM correspondiente a las nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con DMSA. Se observa que la morfologia de las nanoparticulas es
aproximadamente esférica. A partir de estas imagenes se pueden medir los didmetros de las
nanoparticulas. Para realizar el analisis del tamafio de particula de cada muestra se midié la
longitud mas grande de cada particula, de al menos 100 particulas, con la ayuda del programa
IMAQ VISION BUILDER. Para el cdlculo de la distribucion de tamafios de la muestra, se realiza un
estudio estadistico ajustando los datos a un modelo de distribucidon normal o gaussianana (figura
12b). Como resultado se obtiene un didmetro medio es de 7 nm con una desviacion tipica de +
2 nm.

La figura 13a representa la distribucién de didametros hidrodinamicos para las
nanoparticulas de magnetita funcionalizadas con DMSA dispersas en agua. Se obtiene un
diametro medio de 13,77 nm, mayor al didmetro obtenido por TEM debido a la contribucién del
ligando.
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Figura 13. (a) Distribucion de didmetros hidrodindmicos (nm) y (b) potencial zeta de NPs Fe30,.

La carga superficial de las nanoparticulas de Fe30,-DMSA se realizé midiendo el
potencial zeta en todo el rango de pH. Como se observa en la figura 13b la densidad de carga
superficial de las particulas es negativa para todos los valores de pH.

En la practica, se realizaron cuatro sintesis diferentes de nanoparticulas
superparamagnéticas, de cada una de las cuales es necesario saber su concentracién. Esta se
determind por espectroscopia UV/Vis y utilizando recta de calibrado que relaciona la
absorbancia con la concentracién: Absorbancia = 199,95.Concentracion+0,0508. En la tabla 2
qguedan reflejados los resultados finales de concentraciones de hierro y magnetita de cada

sintesis.

0,1795 + 0,0099 0,2481 £ 0,014
0,5399 + 0,0006 0,7463 £ 0,0008
0,7128 £ 0,0035 0,9853  0,0048
0,7542 +0,0118 1,0427 £ 0,0163

Tabla 2. Concentraciones de Fe y de Fe304 en mg/ml de NPs Fe30,.

11| Pagina



Discusion y Resultados

Las nanoparticulas presentan comportamiento superparamagnético (figura 14), con una
magnetizacidn de saturacion de 64 emu/g [12].

M (emuw/g)
—

-2e Y T .2 T r T

T
40w %00 -2000 ? NI 10x 4003
M (Oe)

T T T

Figura 14. Magnetizacion de NPs Fe30,4. (Miguel-Sancho, N., et al.(2011))

4.2.1 Agentes de Contraste

Debido a las propiedades superparamagnéticas, las nanoparticulas de Fe30, influyen
acortando el tiempo de relajacion de las moléculas de agua colindantes expuestas a un campo
magnético. Este acortamiento se debe al decrecimiento en la sefial y supone un contraste
negativo en IRM, es decir que la zona destacada de la imagen serd oscura, mas oscura cuanta
mayor sea la concentracién de las nanoparticulas. En la figura 15 se representa la inversa del
tiempo T, en la componente de ordenadas y la concentracion de las diferentes muestras
medidas en abscisas. El coeficiente r, o la relajacion especifica es 125 mMs?, obtenido de la
pendiente de la recta. Cuanto mayor sea la relajacién especifica mejor agente de contraste serd
el material, ya que proporcionara mayor contraste en la imagen con menor concentracion de
nanoparticulas. En el trabajo realizado por Lee H.J., et. al. [10] la relajacién especifica es r,=116
mMs?, menor que en nuestro caso. Comparando con nanoparticulas que se encuentran ya en
el mercado, el Endorem®/Feridex® posee una r,=120 mMs? y el Sinerem®/Combidex®, r,=65
mM1s?t[14].

0,005
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0,002 4

y = 125,2x + 0,0007
0,001

R?=0,9784
[}

0,000

0,000 0005 0010 0015 0020 0025 0030 0,035
[Fe] (mM)

Figura 15. Relaxometria T, de las NPs magnéticas.
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Se realizd la medicion sobre una soluciéon acuosa de nanoparticulas de magnetita de
concentracién 0,54 mg/ml de Fe, sometiéndola a un campo magnético constante (580 kHz, 300
Gauss). El resultado fue positivo, ya que se elevd su temperatura con el paso del tiempo (figura
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Figura 16. Hipertermia magnética de NPs magnéticas.

4.3 Nanoparticulas Hibridas: MCM-41@Fe304

La sintesis de las nanoparticulas de silice, que se utilizardn como soporte en la
construccion de las nanoestructuras hibridas, fue previamente realizada en el grupo de acuerdo
con el protocolo previamente descrito en bibliografia [13]. Tras su sintesis, las nanoparticulas
MCM-41 se funcionalizaron con APTES, lo que proporciond grupos amino (NH;) en la superficie

de las particulas.

16+
144

12

Frecuencia

b)

Mean 69,80
StDev 3,030
N 110

66 68 70 72 74
Distribucion de diametros (nm)

Figura 17. (a) Imagen TEM y (b) distribucidn de tamafos de diagmetro (nm) de las NPs MCM-41.

De las fotos de TEM (figura 17a) cabe destacar que su morfologia es aproximadamente
esférica y los poros tienen forma de poliedros de base hexagonal. Su didametro medio indicado

en la figura 17b es de 69,8 + 3,03 nm.

En este caso, el didametro didmetros hidrodindmico medio (figura 18a) es de 175,95 nm.
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MCM-41 (3] [Cambined)
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Figura 18. (a) Distribucidn de diametros hidrodindmicos (nm) y (b) potencial zeta de NPs MCM-41.

La carga superficial de la silice queda representada en la figura 18b. En la grafica se
contempla que dependiendo del pH su potencial zeta serd negativo o positivo. El punto
isoeléctrico se observa a un pH 6,2, a pH mas acidos su carga es positiva y a pH mas basico es
negativo. Esto se debe a que el grupo terminal amino —NH,, a pH menor de 6,2 se encuentra
protonado en forma de cation amonio —NHs".

Las nanoparticulas de MCM-41 estan dispersas en agua con una concentracion de 30
mg/ml.

La sintesis de las nanoparticulas hibridas tiene lugar mediante la reacciéon de
condensacion descrita en la figura 19. Dos moléculas se combinan para dar un uUnico producto
acompafiado de la liberacidon de una molécula de agua. La reaccién tiene lugar a temperatura
ambiente y en medio acuoso.

0 H
SH H C— OH 0
SH H C—N
NH,*
o + H,0
SH H o)
Q © o SH H
* &
Fe,0, Si0,

Fe;0,
Sio,

Figura 19. Sintesis de nanoparticulas hibridas MCM-41@Fes0,4 por reaccion de condensacion.

Para que tenga lugar la formacién del enlace peptidico y la liberacidn de la molécula de
agua se debe trabajar en un rango de pH determinado. En la figura 19 se representan los
potenciales zeta de ambas nanoparticulas, y su carga superficial a los diferentes pH. La zona
resaltada entre pH 4 y pH 5,5 es el rango éptimo de pH para que el enlace covalente entre el
grupo carboxilo (-COOH) de las magnéticas y el amino (-NHs*) de la silice tenga lugar
satisfactoriamente. Si el pH esta fuera de rango, el nimero nanoparticulas de magnetita que
recubran la superficie de la silice se reducira notablemente. La estabilidad de las nanoparticulas
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hibridas queda vigente cuando se las somete a pH extremos y las nanoparticulas de magnetita
siguen ancladas a la superficie de la silice.

En la figura 20a la imagen de TEM nos indica que el anclaje de las nanoparticulas
magnéticas a lo largo de toda la superficie de la silice se ha producido de manera uniforme. Al
igual que se ha realizado en apartados anteriores, es necesario un analisis estadistico para
obtener la distribucién de didametros de las nanoparticulas. El didmetro medio calculado a partir
de las micrografias de TEM es 84,5 + 12 nm (figura 20b), superior al de las nanoparticulas de
MCM-41 sin semillar debido al volumen extra aportado los las nanoparticulas de FesO4 ancladas.
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Figura 20. (a) Imagen TEM y (b) distribucion de tamaiios de diagmetro (nm) de las NPs MCM-41@Fe304.
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Figura 21. (a) Distribucion de diagmetros hidrodindmicos (nm) NPs MCM-41@Fes0,4 y (b) potenciales zeta de NPs MICM-
41@Fes04 y sus materiales iniciales.

El diametro hidrodindmico medio registrado por la técnica DLS es 117 nm (figura 21a).

El potencial zeta de las nanoparticulas hibridas es el representado en la figura 21b. Es
negativo a cualquier pH, como cabia esperar, ya que al recubrir la silice con la magnetita, el
potencial zeta de esta Ultima es el dominante por estar en la superficie de la nueva nanoparticula
hibrida.
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Se realizaron diferentes sintesis de estas nanoparticulas hibridas, y en la tabla 3 se
exponen algunos de los resultados obtenidos. Se miden concentraciones de hierro mediante
espectroscopia UV/Vis, y a partir de ahi se calcula la de magnetita. Y por diferencia de pesada se
calcula una concentracion aproximada de las nanoparticulas hibridas.

[MCM-41@ Fe304]

[Fe] (mg/ml) [Fes04] (mg/ml) (mg/mi)

NPs_1_MCM-41@
Fes04_3
NPs_2_MCM-41@
Fes04_3
NPs_3_MCM-41@
Fes04_3

0,2243 + 0,0283 0,3100 + 0,039 =

0,2107 + 0,0093 0,2913 +0,0128 =

0,4133 + 0,0050 0,5713 + 0,0069 =

NPs_4_MCM-41@
Fe304_2

- - 43,5

NPs_4_MCM-41@
Fe304_4

Tabla 3.Concentraciones de Fe, de Fe304 y de semillado en mg/ml de NPs MCM-41@Fe304.

- - 11,1

4.3.1 Agentes de contraste

En la figura 22 se representa la inversa de la relajacién trasversal frente a diferentes
concentraciones. En este caso la relajacién especifica es 215 mMs?, superior al de las
nanoparticulas magnéticas individuales (125 mMs?), y més de tres 6rdenes superior al del
agente de contraste comercial Sinerem®/Combidex®, r,=65 mMs™ [14].
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Figura 22. Relaxometria T2 de las NPs MCM-41@Fe30,.

4.3.2 Absorcion y desorciéon de CV

Las ventajas de utilizar estas nanoparticulas hibridas para carga y liberaciéon de
moléculas organicas son las siguientes: el nucleo poroso de silice es una plataforma perfecta
para absorcion, debido a su elevada superficie especifica y la presencia de nanoparticulas
magnética permite la liberacion molecular por calentamiento empleando un campo magnético
(hipertermia magnética). Ademas como propiedad a destacar es que son nanoplataformas que
pueden recuperarse magnéticamente con el objeto de su reutilizacion.

El compuesto quimico utilizado para demostrar el potencial de estos nanosistemas
hibridos como plataforma de carga es el cristal de violeta.
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Lo primero fue estudiar la influencia del pH en el proceso de adsorcion, con el objetivo
de determinar el valor de pH para el cual la adsorcién es maxima. Para ello y para el resto del
experimento, se utilizd la siguiente recta de calibrado para relacionar absorbancia con
concentracién de cristal de violeta: Absorbancia = 177,23x[CV] - 0,0395.

En la figura 23 se representa la carga de CV (mol CV/g NP) frente al pH. El CV absorbido
o carga de CV se calcula mediante la siguiente ecuacion:

([Clinicial — [C]final).Vtotal
m_nanoparticulas

q:

La carga es la diferencia de concentraciones, de la solucidn acuosa inicial y de la solucién con las
nanoparticulas trascurridas un tiempo, por el volumen total de disolucién y dividido por los
gramos de nanoparticulas hibridas utilizados en el experimento.

Se puede comprobar en la figura que la capacidad de absorcidn decrece significativamente a pH
bajo (2-4), con una maxima absorcidn a pH 6,8. Esto puede ser atribuido a que la interaccion
electrostatica entre las cargas superficiales de las nanoparticulas y del cristal de violeta es
mdaxima a este pH, ya que como se puede ver en la figura 13b, el potencial z mas negativo de las
nanoparticulas magnéticas se alcanza alrededor en pH 6,8. A pH 4cidos la adsorcién de CV es
menor porque hay una competencia por coordinarse la silice entre las moléculas de tinte y los
protones del medio. A pH bdsicos mayores a pH 8, las moléculas de cristal de violeta se
descomponen.
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0,000022 -
0,000020 -

0,000018

q (mol CV/g NP)

0,000016

0,000014 1

0,000012

T T T T T

pH

Figura 23. Estudio de absorcion de CV a diferentes pHs.

Una vez conocido el valor de pH éptimo para la carga se ha estudiado la cinética de
adsorcién. Los resultados de estos estudios revelan la velocidad a la que son cargadas las
moléculas organicas, lo cual es muy util para la seleccién de material adsorbente [16].

En la figura 24a se representa la evolucion de la carga de CV con el tiempo (18 h) a
temperatura ambiente y pH 6,8. Se observa que en la absorciéon es mucho mds acusada tiempos
cortos, como cabe esperar debido al proceso de difusién. Conforme va trascurriendo el tiempo
el gradiente es menor y absorbe mas lentamente, hasta que llega un momento en el que hay
equilibrio en la muestra y la absorcion practicamente se estabiliza. Esto ocurre
aproximadamente a las 4 horas.
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Del andlisis de los datos cinéticos se representa t/q: frente al tiempo (figura 24b),
resultando una linea recta con un alto coeficiente de correlacién (R%>0,99), con lo que se puede
afirmar que la cinética de adsorcién de CV en las nanoparticulas hibridas es de segundo orden
[17]. Comportamientos similares de materiales mesoporosos han sido publicados
anteriormente [15].
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Figura 24. (a) Evolucion temporal de adsorcidn y (b) cinética de segundo orden.

La capacidad de adsorcion de equilibrio tedrica obtenida de la pendiente de la recta es
1,59x10° mol/g, la cual concuerda con el valor experimental (1,5x10° mol/g). La velocidad
constante de reaccién es 976.5 g-moll-min™. Estos pardmetros son comparables con otros
reportados en articulos bibliograficos de adsorcion de tintes organicos en disoluciones acuosas
utilizando materiales mesoporosos [15, 18]. Y la conclusidn es que las nanoparticulas hibridas
muestran una buena capacidad de adsorcién del cristal de violeta en medio acuoso.

Por problemas técnicos del equipo sélo se ha podido realizar un ensayo de desorcién
por hipertermia. Un mililitro de disolucién que contenia 1 mg de nanoparticulas cargadas fue
sometido a un campo magnético externo durante 30 minutos (inicialmente la concentracion de
CV en disolucidn es despreciable), transcurrido este tiempo se midid la concentracion de CV en
disolucién y se observé una liberaciéon del 20 %, mientras que la cantidad liberada por difusion
natural al cabo de 12 horas es despreciable.

4.4 Nanoparticulas Core-Shell SiO2@FexO.

Para la sintesis de estas nanoparticulas son necesarios varias etapas. La primera seria la
sintesis de nanoparticulas hibridas SiO,@Fes04. La segunda, realizar el crecimiento y conseguir
la nanoestructura core-shell. Y por ultimo eliminar el soporte y obtener las nanoparticulas
huecas.

La silice densa ya estaba previamente sintetizada [12]. De su caracterizacidn resaltar que
las nanoparticulas tienen forma esférica como se aprecia en la micrografia de TEM (figura 25a),
su diametro medio es 137+7,636 nm (figura 25b) y su radio hidrodinamico es 186,51 nm (figura
26).
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Figura 25. (a) Imagen TEM y (b) distribucion de tamarios de diagmetro (nm) de las NPs SiO.
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Figura 26. Distribucion de didmetros hidrodindmicos (nm) NPs SiO; densa.

La sintesis y funcionalizacidn de las nanoparticulas SiO.@Fes0, es andloga al caso de las
nanoparticulas MCM-41@Fe304, descrito en el apartado 4.3 de este mismo proyecto.

En la figura 27a se observa la micrografia de TEM de estas nanoparticulas hibridas,
perfectamente dispersas y uniformemente semilladas. El didmetro medio calculado a partir de
estas imagenes es 157,9 + 11,88 nm (figura 27b) y su radio hidrodindamico medio es de 439 nm
(figura 28).
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Figura 27. (a) Imagen TEM y (b) distribucion de tamafios de didmetro (nm) de las NPs SiO,@Fe304.
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Figura 28. Distribucion de didmetros hidrodindmicos (nm) NPs SiO,@Fe30,.

La dltima prueba realizada fue la medicidn de la concentracion de hierro en la muestra
por espectroscopia UV/Vis, necesaria para el siguiente procedimiento (tabla 4).

[Fe] (mg/ml) [Fe304] (mg/ml)

NPs_SiO>@Fe304_3 0,2243 +0,0283 0,3100 + 0,039

Tabla 4. Concentraciones de Fe y de Fe304 en mg/ml de NPs SiO,@Fes0,.

No se realizaron mas ensayos de caracterizacidn, ya que es una etapa intermedia para
conseguir las nanoparticulas huecas, y con estos datos fue mds que suficiente para corroborar
que las nanoparticulas se encuentran en perfecto estado y para emprender la segunda etapa de
sintesis.

La sintesis de las nanoparticulas core-shell tiene lugar mediante la reaccién descrita en
la figura 29.
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®
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Figura 29. Sintesis de NP score-shell.

Los reactivos Fe,SOs y FeCls se descomponen y aportan iones de Fe? y Fe¥,
respectivamente, que se depositan sobre la superficie de las nanoparticulas semilladas. Estos
iones junto a las nanoparticulas magnéticas producen un crecimiento de una capa alrededor de
la silice. Debido a que el crecimiento se produce a temperaturas no muy elevadas (852C), la capa
formada sera poco cristalina, y por lo tanto poco magnética.

En la micrografia de TEM de la figura 30a se observa el crecimiento amorfo del shell.
Todas las nanoparticulas han sufrido crecimiento y la muestra estd dispersa. Haciendo el andlisis
estadistico pertinente, el didmetro medio de la muestra es de 160 + 10,08 nm (figura 30b).
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Figura 30. (a) Imagen TEM y (b) distribucion de tamafios de didmetro (nm) de las NPs SiO2@FexOy.

El trabajo realizado en el laboratorio ha llegado hasta este punto, dejando como
posibilidades de futuro: completar la caracterizacién con radio hidrodindmico y potencial zeta 'y
conseguir un comportamiento magnético optimo realizando procesos de recristalizacion en
disolventes de alto punto de ebullicion, ademas de ser el punto de partida para la sintesis de la
nanoparticulas huecas, que se obtendrian por disolucién del nucleo interno de silice.

5 CONCLUSIONES

Las nanoparticulas magnéticas se sintetizan a partir de un procedimiento sencillo y en
disolucién acuosa. Gracias a los resultados positivos tanto del ensayo de relaxometria, y a sus
propiedades superparamagnéticas se puede afirmar su validez como futuro agente de contrate.

Se ha desarrollado un método facil y versatil para la sintesis en medio acuoso de
nanoparticulas hibridas MCM-41@Fe3;0, a través de la formacion de un enlace peptidico entre
los dos componentes. La nanoparticulas que se obtienen directamente ya estan estabilizadas en
agua, lo cual es de vital importancia para su posterior aplicaciéon en biomedicina. Se ha probado
también su validez como agente de contraste, mejorando su relajacion especifica respecto a las
nanoparticulas magnéticas iniciales. La adsorciéon de cristal de violeta ha demostrado la
capacidad de las nanoparticulas hibridas como sistemas de carga de moléculas, lo que abre un
amplio abanico de posibilidades para su utilizacion, por ejemplo, en la carga y liberacion
controlada de farmacos o sistemas de purificacion de agua como adsorbente. Ademas podrian
cargarse con nanoparticulas metalicas de tamafio inferior al poro para su utilizacién en catalisis
como catalizadores recuperables magnéticamente.

En la primera etapa hacia las nanoparticulas huecas, se ha sintetizado estructuras core-
shellSiO,@Fes0.. La futura linea de trabajo que se deja abierta seria conseguir nanoparticulas
huecas con buena respuesta magnética que pudieran cargarse con moléculas orgdnicas para su
liberaciéon por hipertermia. Asi como la utilizacidn de estas nanoparticulas huecas como
nanovectores para producir a escala atdmica reacciones que necesiten de una activacién, que
en este caso se conseguiria debido a la propiedad de hipertermia magnética.
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Anexo

7 ANEXO: Practicas del Trabajo Fin de Master

Las practicas del Trabajo Fin de Master las realicé en la Unidad de Investigacidn
Traslacional del Hospital Miguel Servet de Zaragoza bajo la tutela de la Dra. Vanesa Andrés. En
ella pude observar y participar en un ensayo clinico sobre fibroblastos de nuevos farmacos para
una enfermedad rara, la enfermedad de Gaucher.

La enfermedad de Gaucher es una enfermedad rara de herencia autosémica recesiva,
debida a la acumulacién de glucocerebrésido en el interior de las células por déficit de
la enzima glucocerebrosidasa. Esta enfermedad afecta principalmente a médula dsea, higado
y bazo. Existen tres tipos de presentacidn de la enfermedad: tipo |, tipo Il y tipo IIl. El tipo | no
afecta al sistema nervioso central, al contrario que las otras dos, con las que se puede sufrir
neuropatia aguda (ll) o crénica (lll).

Para el ensayo clinico se utilizan fibroblastos extraidos de la zona de la escapula del
paciente mediante una biopsia de piel. Se realizan cultivos de estas células para que crezcany
tener mas muestra con la que trabajar. Los fibroblastos son células adherentes, y como su
nombre indica se quedardn adheridas a las placas de Petri. Cuando el cultivo ha finalizado se
realizardn lavados con PBS y las células sera levantadas con tripsina. La suspension celular se
someterd a centrifugacion (5000g 10 min) para separar las células de la tripsina, se elimina el
sobrenadante y se agrega medio de cultivo. Se redispersa agitando cuidadosamente y se realiza
el contaje celular con un Scepter para conocer la concentracién de células. Para el ensayo van a
ser necesarias 24 placas de Petri, en las cuales se depositaran 2 ml de medio y el volumen de
suspension celular adecuado para que aproximadamente se siembren 20.000 células. Se dejara
1 dia en la estufa a 372C para que las células se adhieran de nuevo. El segundo dia se afiadiran
en placas diferentes:

e Dos farmacos nuevos a diferentes concentraciones: farmaco 1 (25uM) y farmaco 2
(5uM y 10uM).

e Un farmaco actual (ABX) a concentraciones 5, 10, 25, y 50uM

e Un control del disolvente en el que esta el farmaco (DMSO) ya que es téxico.

Hasta el momento se necesitaria 8 placas, pero es necesario realizar 3 réplicas para asegurarse
de que el ensayo es fiable. De nuevo se meten las muestras en la estufa bajo las mismas
condiciones.

Trascurridos 3 dias, se procedera a realizar lavados y se afiadira de nuevo farmaco. Y al
cabo de 3 dias mas incubando en la estufa, se recogen las células, volviéndolas a levantar, en
este caso con PBS frio y un scrapper. Se somete a centrifugacion (5000g 10 min), se elimina el
sobrenadante y se resuspende la muestra en una medio de cultivo con antibidticos y
antifungicos para que se conserve hasta el estudio de las células.
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