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Capitulo 1

Introduccion

1.1 NANOMATERIALES Y SUS APLICACIONES BIOMEDICAS

La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacidn, manipulacién y tratamiento de
atomos, moléculas o compuestos individuales para producir nanomateriales y
nanodispositivos con aplicaciones especiales en diversos campos como la medicina,
electrénica, energia y medioambiente. El término “nano” se deriva de la palabra griega
“nanos” que significa “enano”. Esta etimologia, y designacién en la escala nanométrica
(1 nm = 10° m), hace referencia a estructuras extremadamente pequefias, con un
tamafio en alguna de sus dimensiones (altura, longitud y profundidad) del orden de 0.1
a 100 nm en mas del 50% de las particulas, segun recomendaciones de la Comision
Europea, tanto en materiales naturales como sintéticos, dispersos o formando
agregados.” Existe una gran variedad de nanomateriales, organicos (polimeros,
micelas, nanogeles, dendrimeros, liposomas) o inorganicos (oro, éxidos de hierro,
silica, quantum dots) que presentan diferentes propiedades fisicoquimicas
relacionadas con su tamafio (Figura 1). Estos nanomateriales han adquirido a lo largo
de las ultimas décadas un gran interés debido a la gran variedad de aplicaciones en el
campo de la salud y la medicina. Una de sus principales aplicaciones es la entrega de
farmacos,’ favorecida por el hecho de que los nanomateriales ayudan a mejorar su
tiempo de circulacion y biodistribucidn, solubilidad, y cruce de barreras bioldgicas.”*
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Figura 1. Esquema comparativo de la escala de tamafio de las biomoléculas y los
diferentes nanomateriales utilizados en aplicaciones biomédicas.

La nanotecnologia aplicada a la medicina se conoce como nanomedicina. El termino
no estad libre de controversia, por lo que la Fundacién Europea de la Ciencia (the
European Science Foundation ESF) en una conferencia de consenso definié a la
nanomedicina como “la utilizacién de nanomateriales como herramientas para el
diagndstico, la prevencién y tratamiento de las enfermedades, asi como para tener una
mayor compresion de la completa pato-fisiologia subyacente de le enfermedad. El
objetivo final es mejorar la calidad de vida del paciente”.> Esta definicién engloba
diferentes areas de la nanotecnologia para el desarrollo de aplicaciones en el campo

de la medicina, como las indicadas en la figura 2.



Introduccion
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Figura 2. Esquema de las diferentes dreas de la nanomedicina

El nanodiagndstico estd basado en la utilizacion de técnicas analiticas

(nanodispositivos), y de imagen (sistemas de contraste) para una deteccion mas
sensible, rapida y precisa a nivel celular o molecular de una enfermedad en sus
estadios mas tempranos. Los dispositivos para nanodiagndstico pueden utilizarse in
vitro o in vivo. Los nanomateriales pueden combinar diagndstico y terapia (teragnosis)
para el desarrollo de herramientas de diagndstico precoz y tratamiento selectivo de
enfermedades. La liberacién controlada de farmacos esta basada en la utilizacién de

nanoestructuras funcionalizadas con elementos de vectorizacién que permitan la
acumulacién vy liberacién controlada de sustancias activas exclusivamente en células
diana. En cuanto al uso de nanomateriales en la medicina regenerativa, se tiene como

objetivo estimular o regenerar células, tejidos u 6rganos con la finalidad de restaurar o
establecer su funciéon normal.

1.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE OXIDO DE HIERRO

1.2.1. Introduccion

Un tipo de nanomaterial ampliamente investigado para aplicaciones biomédicas son
las nanoparticulas magnéticas (MNPs).6 Generalmente, las MNPs se pueden dividir en
O6xidos metalicos, metales puros y nanocompuestos magnéticos. Los mas utilizados en
el campo de la biomedicina son el hierro, cobalto, titanio, aleaciones metalicas de Niy
oxido de hierro, ferritas (BaFe;;019, CoFe,04, MnFe,04). Los oxidos de hierro,
generalmente magnetita (Fes04) y maghemita (Fe,03), son los mas estudiados para
aplicaciones in vivo e in vitro,”® debido a su biocompatibilidad y a sus propiedades
magnéticas. En las ultimas décadas, el niumero de estudios de investigacién sobre
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro ha aumentado, debido al desarrollo de
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nuevos métodos de sintesis y analisis de MNPs. Estos avances han dado lugar a la
optimizacidon de las propiedades fisico-quimicas de las MNPs, las cuales se van a
detallar en el apartado 2.2.°

Como consecuencia, el abanico de aplicaciones de las MNPs se ha ampliado

1011 En el 4rea clinica, las MNPs de dxido de

hierro se han utilizado como sistema de administracién (farmacos,*® genes,>** y

notablemente en las ultimas decadas.

radiontclidos™), para hipertermia magnética’® y como agentes de contraste en
resonancia magnética de imagen (RMI).Y En aplicaciones in vitro caben destacar el
diagnéstico médico, suministro de genes ™ y la separaciéon magnética inmune de
células, proteinas, ADN/ARN, bacterias, virus y otras biomoléculas (Figura 3).

7 “« Hipertermia
\ saw
’ : magnetica

1 \

-~

1 -
= [T | ,,\\’/’um NG
/

Enriquecimiento e ¥ o ““ Resonancia
L zac
de ADN we ' | Magnética
= / deimagen
¢

Marcaje celular | Y
y Aol g o, o Aplicaciones
Separacién ‘P ’ e biomédicas de MNPs
magnética \~\

Deteccion
bacteriana

Inmovilizacién
de enzimas

Figura 3. Representacién de diferentes aplicaciones biomédicas de MNPs. Adaptado de Bohara
etal.’®

Esta tesis doctoral se centra en el uso de las nanoparticulas magnéticas para
aplicaciones en hipertermia magnética. La palabra “hipertermia” se define como el
aumento de temperatura por encina de los valores fisioldgicos; trasladado a la terapia
del cancer, este término se define como la generacién de calor en el sitio del tumor,19
provocando cambios fisiolégicos en las células tumorales y como resultado la muerte
celular.? Esta terapia complementa a los tratamientos actuales como la quimioterapia,
radioterapia, cirugia, terapia génica e inmunoterapia. La hipertermia se puede aplicar
de manera local, regional o de cuerpo entero. La administracién de hipertermia local
estd sujeta a una zona localizada pequefia, como puede ser un tumor. Si el area
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danada es un tejido u dérgano la hipertermia es regional. La hipertermia de todo el
cuerpo se utiliza para tratar metastasis. Como el reto de esta aplicacidon es calentar las
células tumorales sin dafar tejidos sanos, la hipertermia local es la que mas estd
siendo investigada.’! Las MNPs han despertado gran interés en el tratamiento del
cancer?? mediante “hipertermia magnética” debido a su capacidad para usar la energia
de un campo magnético alterno externo para generar calor a través de varios
mecanismos (combinaciéon de mecanismos de relajacidon de Neel, Brown y perdidas en
el ciclo de histéresis, ver detalles en el apartado 1.2.3.3). A través de la aplicacién de
hipertermia, las células tumorales pueden alcanzar temperaturas en el rango de 41-47
°C.23

1.2.2. Propiedades fisico-quimicas de las MNPs

El uso de MNPs en aplicaciones biomédicas (in vitro e in vivo) depende de sus
propiedades, las cuales se ven afectadas por la composicién, el método de sintesis
elegido, la forma, el tamafio, la distribucién de tamanos de las MNPs y las
interacciones entre MNPs.

Tamaio y Morfologia

El tamafio y la morfologia son dos pardmetros principales a tener en cuenta a la
hora de disefiar las MNPs. El tamafio tiene una gran influencia en la estabilidad
coloidal, drea superficial, comportamiento in vitro e in vivo. En el rango de tamafios de
1-100 nm, la estabilidad coloidal de las nanoparticulas en disolucién se rige
principalmente por dos efectos: i) la repulsién /atraccidn electrostatica entre
nanoparticulas, influenciada por su carga y la fuerza idénica del disolvente, vy ii) los
efectos estéricos que dependen de los ligandos superficiales.24 Otro parametro que se
ve fuertemente influenciado por el tamafio de las MNPs es el momento magnético de
las particulas y su posterior respuesta a los campos magnéticos (véase 1.2.3). Una
disminucion del tamafio de particula da como resultado un aumento del darea
superficial, lo que puede tener implicaciones importantes en el caracter no cristalino
de las nanoparticulas, por consiguiente, en su momento magnético. % La pureza y el

grado de cristalinidad de las MNPs de definen sus propiedades magnéticas.?®
Efecto superficial

Las interacciones electrostaticas, relacionadas con la carga superficial, juegan un
papel fundamental en la estabilidad coloidal de las MNPs. Hay que tener en cuenta el
medio iénico en el que se encuentran las MNPs, incluso a bajas concentraciones,
puesto que puede influir en las propiedades fisicas, quimicas y biolc’>gicas.24 Estas
condiciones, junto con las fuerzas de atraccién magnética, llevan a la agregacién de
particulas (interacciones dipolo-dipolo, van der Waals). Para evitar la agregacién de las
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MNPs tanto in vitro como in vivo, se requiere que las particulas estén funcionalizadas
con ligandos que protejan contra la agregacion irreversible’’. Ademas, para
aplicaciones in vivo, es fundamental que al eliminar el campo magnético aplicado a las
MNPs, estas presenten un magnetizacion remanente despreciable o nula, para evitar

la agregacion y la formacién de trombos.?®7°

1.2.3 Propiedades magnéticas de las MNPs

1.2.3.1. Tipos de materiales magnéticos

Los materiales se pueden clasificar en las siguientes categorias dependiendo de
cdmo se encuentren dispuestos sus momentos magnéticos: paramagnéticos,
antiferromagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos y superparamagnéticos. En los
materiales paramagnéticos los momentos magnéticos se alinean aleatoriamente en

ausencia de un campo magnético externo, por lo que la magnetizacidon neta global es
cero. Por el contrario, si al material se le aplica un campo magnético, los momentos se

encuentran alineados de manera total o parcial en la direccion del campo,

I 31,32

presentando una magnetizacion neta débi En los materiales ferromagnéticos,

todos los momentos magnéticos estan acoplados entre si, se encuentran alineados con
el campo externos y mantienen esta orientacion incluso después de la retirada del
campo. En cuanto a los materiales ferrimagnéticos, los momentos magnéticos se

encuentran alineados de manera antiparalela, y la magnetizacion no es nula puesto
gue los momentos magnéticos en una direccién son mas fuertes que en la direccién

opuesta.33 Los materiales antiferromagnéticos se consideran un caso particular de

materiales ferrimagnéticos y tienen una magnetizacion neta nula en presencia y
ausencia de campo externo. Un tipo de magnetismo caracteristico de particulas muy
pequefias es que se define como superparamagnetismo. Los materiales

superparamagnéticos presentan sus momentos magnéticos alineados en una
disposicién favorita, alcanzando de esta manera la magnetizacion mas rapidamente
gue otros estados magnéticos, y careciendo de memoria magnética. En la figura 4 se

muestra la orientacién del momento magnético en cada material.

Paramagnético Ferromagnético Antiferromagnético Ferrimagnético

QOGS 0000 0000 0000
QOO0 0000 0000 06060
0060 60000 0000 0000
0060 0000 0000 0000

Figura 4. Diferentes tipos de materiales dependiendo de sus propiedades magnéticas y

en ausencia de un campo magnético
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Las MNPs presentan comportamientos ferromagnético o superparamagnético
dependiendo del tamafio de particula. El ferromagnetismo se debe a la presencia de
multidominios magnéticos en las MNPs; cada dominio tiene un vector momento
magnético independiente, con diferentes magnitudes y direcciones, atenuando la

1.3* Los multidominios estan separados entre si por paredes

magnetizacion tota
actuando de barrera y bloqueando cada momento, con una orientacién y alineacién
independiente entre cada monodominio. Si nos fijamos en la figura 5, al aplicar un
campo magnético, estos dominios se desplazan orientandose en la direccion y sentido
del campo.® Sin embargo, cuando el tamafio de MNPs disminuye, el nimero de
dominios decrece hasta un valor que se denomina didmetro critico (Dcri7), €n el que el
elevado valor de la energia asociada con la pared de los dominios es
termodindmicamente desfavorable, convirtiéndose en monodominio. Por debajo de
Dcrir, €l material tiene todos sus momentos magnéticos orientados en la misma
direccién, ocasionando un dipolo permanente, en presencia y ausencia de campo,

36,37

comportamiento similar a los materiales ferromagnéticos. Cuando las MNPs siguen

disminuyen de tamafo se llega a un segundo valor critico, llamado didmetro
superparamagnético (Dsp), que indica la transicion de ferro- a superparamagnetismo.*®
Los dipolos se orientan al azar en ausencia de campo, debido a que la energia térmica
es superior a la energia de anisotropia magnética de particula responsable de una
direccién determinada.*® Este hecho provoca que el momento magnético en ausencia
de campo sea nulo, al igual que en los materiales paramagnéticos. Por otra parte, la
intensidad del campo magnético (coercitividad, Hc) que hay que aplicar a los
materiales ferromagnéticos para reducir su magnetizacién a cero, después de llegar a
la magnetizaciéon por saturacidon (Ms), nos indica la resistencia del material a ser
desmagnetizado. En particulas de tamafio nanométrico, esta propiedad es de enorme
interés y depende principalmente del tamafio. Se pude decir que cuando se reduce el
tamafio, inicialmente aumenta la coercitividad, y posteriormente tiende a cero tal
como muestra la figura 5.
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Figura 5. Esquema de la relacion entre el tamafio de particula y la coercitividad, donde

Dcrir €s el didmetro critico y Dsp es el didmetro superparamagnético. Adaptado de Wu et
al 40
1.2.3.2. Clasificacion de las propiedades magnéticas

Las propiedades magnéticas de las MNPs se pueden clasificar en intrinsecas y
extrinsecas. Las propiedades intrinsecas son consecuencia de las interacciones en la

escala

atémica y se determinan principalmente por la composicion quimica vy

estructura cristalina. Estas propiedades incluyen:

i)

. ./ . 2 . s .
La magnetizacién de saturacion (Ms),*’que es la cantidad maxima de
magnetizacion debida a la alineacién de los momentos magnéticos con la
direccion del campo aplicado.

La temperatura de Curie (TC)*!, ésta se conoce como la temperatura a la cual
ciertos materiales magnéticos presentan un gran cambio en sus propiedades
magnéticas, llevando a Ila perdida de magnetizacién intrinseca vy
reemplazandola por el magnetismo inducido.

iii) La anisotropia magnetocristalina, donde los cristales magnéticos presentan

diferentes direcciones, que no son equivalentes con la direccion de
magnetizacion. Esta anisotropia ejerce un fuerte efecto sobre las formas de los
ciclos de histéresis.

Las propiedades extrinsecas son comunes a toda clase de materiales que

presentan las mismas propiedades fisicoquimicas. Estas propiedades incluyen Ia

coercitividad (Hc) y la magnetizacion remanente (Mr). La primera se define como el
campo magnético que hay que aplicar a un material ferromagnético para eliminar la
magnetizacion residual. En cuanto a la segunda propiedad, es el valor de
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magnetizacidn residual que se encuentra al eliminar el campo magnético aplicado en
un determinado material.

La caracterizacion magnética da informacién sobre el tipo de material magnético
del que se componen las MNPs (ferro, ferri, o superparamagnéticas), su fuerza

magnética y la morfologia del material.*?

Toda esta informacién se puede obtener de
la curva de magnetizacion (medida de la magnetizacion en funcién del campo
aplicado). Esta curva, también llamada ciclo de histéresis, es caracteristica de cada tipo
de material y permite evaluar las propiedades intrinsecas y extrinsecas de las MNPs
(Ms, Mr y Hc). En la figura 6 se muestran las diferencias entre los ciclos de histéresis
correspondientes a materiales ferromagnéticos y superparamagnéticos. Los valores
nulos de Mr y la Hs en materiales superparamagnéticos favorecen la utilizacién de este
tipo de MNPs para aplicaciones biomédicas, evitando su interaccién magnética y la
formacién de agregados superiores a 100 nm que pueden ser facilmente absorbidos

por los macréfagos en el torrente sanguineo o causar trombos.

a) ‘ b)
™ ONG)
®® @ "

Energia térmica —————J-Ms @ @

Figura 6. Ciclos de histéresis de a) un material ferromagnético (el area bajo la curva

representa la energia disipada durante el ciclo de magnetizacién), donde Ms es la
magnetizacion de saturacion, Mr es la magnetizacidon remanente y Hc es la coercitividad y
b) un material superparamagnético (en los recuadros se muestran las orientaciones
magnéticas monodominio con una intensidad de campo creciente). Adaptado de Hervault
etal.®

1.2.3.3. Generacion de calor en hipertermia magnética

Las MNPs pueden generar calor bajo la aplicacidon de un campo magnético externo
a través de tres mecanismos principales:**

1. Efectos de induccion por aplicacion de un campo electromagnético

2. Friccion entre la MNPs y el medio

3. Relajacion de Néel y Brown, y perdidas en el ciclo de histéresis (para MNPs >
100 nm el mecanismo principal de generar calor son las pérdidas de histéresis debido a
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su Multidominio, mientras que la relajacién de Néel y Brown ocurre en MNPs mads
pequefias, monodominio)

Las MNPs superparamagnéticas monodominio presentan momentos magnéticos
orientados al azar en un ferrofluido; como consecuencia, en ausencia de un campo
magnético, las MNPs no presentan magnetizacidn neta. Tras la aplicacién de un campo
magnético alterno, la energia recibida impulsa los momentos magnéticos a superar la
barrera de energia generada por la anisotropia para alinearse con el campo. Al eliminar
el campo magnético aplicado, los momentos magnéticos se relajan reorientandose al

azar mediante dos mecanismos, el de Néel* y el de Brown*® como se muestra en la
figura 7. Estos dos tipos de mecanismos de relajacion son la principal fuente de calor

en hipertermia magnética.

Relajacion de Néel Relajaciéon de Brown
/“\

'-...>0 .---->o

Figura 7. Mecanismos de relajacién del momento magnético. Adaptado de Abenojar et al.*’

El mecanismo de Néel describe la relajacién del momento magnético dentro de la

particula, esta siempre presente y es el Unico que interviene en el caso de MNPs en
polvo o en liquido congelado, debido a que la particula no puede girar fisicamente. El
tiempo de relajacién (Ty) de este mecanismo depende del volumen magnético de la
particula (Vuag), la constante de anisotropia (Kes) (energia necesaria por unidad de
volumen para invertir el momento magnético), la frecuencia de Larmor cuyo valor es
inverso a Ty es del orden de 107 s, la temperatura (T) y la constante de Boltzmann
(kg) como se muestra en la ecuacion 1.

KerfVMAG
TN = Toe kgT (1)

El mecanismo de relajacién de Brown tiene lugar cuando las MNPs se encuentran

en disolucién, orientdndose el momento magnético con la particula dentro del
solvente. El tiempo que tarda en invertirse el momento magnético (Tg) depende del

volumen hidrodinamico de la particula (V},), la viscosidad del medio (n), la temperatura
absoluta (T) y la constante de Boltzmann (kg) (ecuacién 2).

_ 3Vupn
Tp = KaT (2)

Esta generacidon de calor producida por los mecanismos mencionados se mide a
través de un parametro fisico que mide la eficacia del calentamiento de las MNPs el

10
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cual se puede encontrar en literatura con diferentes nombres: absorcion de potencia
especifica (SPA), tasa de absorcién especifica (SAR) o pérdida de potencia especifica
(SPL), en este trabajo se empleara la terminologia de SAR que puede definirse como la
energia disipada por unidad de masa (W/g):*®

SAR =15 (A—T) (3)

donde m; es la masa del solvente, c, la capacidad calorifica del solvente y myp es la

masa de las MNPs.

1.3 MNPs DE OXIDO DE HIERRO BIOFUNCIONALIZADAS EN
BIOMEDICINA

La utilizacion de MNPs de 6xido de hierro para aplicaciones biomédicas requiere la
funcionalizacién de su superficie para aumentar su biocompatibilidad y minimizar los
efectos citotdxicos.’® Esta funcionalizacién debe de cumplir unos determinados
requisitos enumerados a continuacién:

e evitar la agregacion de las MNPs y conducir a una mejor estabilidad coloidal

e aumentar la afinidad con medios fisiolégicos, proteger y estabilizar la
superficie de las MNPs

e proporcionar grupos funcionales libres para posterior conjugacidon de
biomoléculas (por ejemplo, carbohidratos, péptidos, proteinas y acidos

nucleicos)
MNPs Recubrimiento
9 / hidrofilico
e \
Farmaco —i ‘—— Fluordforo
0.
Ligandos de - 7 Ligandos dirigid
s d Y igandos dirigidos

reconocimiento \@_f 2% /
de receptores 5 ¢

@

Figura 8. Representacion de nanoparticulas magnéticas multifuncionalizadas con diferentes

biomoléculas. Adaptado de Schladr et al.*

11
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La estrategia elegida para la conjugaciéon depende de una combinacidn de factores
como el tamafio, la forma, la estructura, y la quimica superficial de las MNPs, junto con
la naturaleza de los ligandos que recubren la MNPs y sus grupos funcionales
disponibles. La eleccién de una combinacién determinada de factores estd
estrechamente ligada a la aplicacion biomédica a la que vaya destinada la
nanoparticula. En esta tesis se han elegido MNPs de 6xido de hierro esféricas de 12
nm, recubiertas con un polimero anfifilico [poli (anhidrido maleico-alt-1-octadeceno)
(PMAOQ)], y funcionalizadas con glucosa y conjugados de &cidos nucleicos (ADN) y
péptidonucleicos (APN). Esta plataforma funcional se utilizé como vehiculo para el
farmaco Doxorrubicina (Dox), el cual se intercalé entre las dobles hélices de ADN y APN
y fue liberado in vitro mediante la aplicacidn de hipertermia magnética.

1.3.1 Funcionalizacion de MNPs con diferentes biomoléculas

1.3.1.1. Acidos nucleicos (ADN)

En las ultimas décadas, la utilizacion del ADN no soélo se ha centrado en su
capacidad de almacenamiento de informacién genética, sino que ha surgido el disefio
de nanoestructuras funcionalizadas con ADN debido a su mayor estabilidad fisica y
quimica, ademads de la capacidad para tolerar una variedad de modificaciones en su
composicion en comparacion con otras biomoléculas, como pueden ser las

proteinas.”®*!

Los avances en el disefio, preparacién vy caracterizacion de
nanoparticulas funcionalizadas con ADN han llevado al desarrollo de nuevas
aplicaciones en deteccion, terapia y diagndstico, asi como en liberacién controlada de

farmacos.”™*

Las primeras investigaciones sobre la funcionalizacién de nanoparticulas de oro
(AuNPs) con ADN llevadas a cabo por Mirkin® y Alivisatos®® demostraron la eficacia de
la funcionalizacién utilizando diferentes estrategias de modificaciéon de superficie,
como puede ser la modificacion con grupos tiol. Estas Au funcionalizadas con ADN
fueron utilizadas en la deteccién colorimétrica de biomoléculas, tras hibridarse con su
hebra de ADN complementario de. La relativa facilidad de la sintesis de nanoparticulas
de Au debida a sus condiciones de reaccion suaves , asi como la funcionalizacién con
ADN entre grupos tioles presentes en la superficie del Au y la hebra de ADN, la inercia
bioldgica y las propiedades dpticas de los coloides de Au, hacen de este nanomaterial
funcionalizado con ADN un candidato ideal para aplicaciones de deteccién.>’

En cuanto a la liberacidon controlada usando nanoparticulas funcionalizadas con
ADN, Farokhzad, Langer y colaboradores® desarrollaron un conjugado de QD
(quantum dots) -aptamero inteligente capaz de producir imagenes de fluorescencia y
actuar como vehiculo de administrador de farmacos (Dox).El conjugado formado por

12
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QD-Aptamero-Dox se inyecté en las células tumorales, liberdndose la Dox por
estimulos internos como es el cambio de pH. >9

Wagner y colaboradores investigaron la internalizacién in vitro en células
tumorales de MNPs recubiertas con carboximetildextrano (CDM) y funcionalizadas con
diferentes oligonucleétidos utilizados como marcadores tumorales especificos, como
por ejemplo el oligonucledtido 19-mer (5-CCGCTGAAGGGCTTTTGAA-3), fragmento
estructural complementario del m-ARN producido a partir del ADN cromosdmico del

denominado gen de fusion ber / abl.®°

Recientemente, las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con ADN, han
despertado gran interés debido a sus propiedades magnéticas, las cuales pueden ser
utilizadas para aplicaciones en deteccién,®®* diagnéstico molecular y terapia.®® A
diferencia de las nanoparticulas de oro, las MNPs no se funcionalizan tan facilmente
con ADN y requieren manipulacidn sintéticas mas extensas, ya que inicialmente se
deben estabilizar la superficie de estas MNPs mediante un recubrimiento que las haga
mas soluble en medio acuoso. Este recubrimiento aporta generalmente grupos
carboxilo que se unen covalentemente mediante un grupo amino al ADN, reaccién que
se encuentra desfavorecia por el aporte de cargas de las MNPs y el ADN, provocando
impedimento estérico en la funcionalizacién. Una vez funcionalizadas estas
nanoparticulas con ADN, pueden hibridarse con su hebra de ADN complementaria
mediante la formacidn de puentes de hidrogeno, proporcionandole una determinada
estabilidad térmica.®* La estabilidad de la doble hélice de ADN viene marcada por la
temperatura a la cual se desnaturaliza el 50% de las de las hebras hibridadas,
denominada temperatura de melting (Tm) estudiada con mds detalle en el capitulo 4.
La estabilidad de la doble hélice también se puede ver modificada por las interacciones
dipolares entre el farmaco (por ejemplo, Dox) y las hebras, asi como la especial
contribucién en la intercalacidon de la unidad de azlcar presente en la molécula de
doxorrubicina.®® El calentamiento local inducido por las MNPs bajo la aplicacién de un
campo magnético alterno puede provocar la desnaturalizacion de las dobles hélices de
ADN presentes en la superficie de la MNPs y liberar el farmaco o cualquier otra
molécula intercalada entre los pares de bases o unidas al ADN complementario.66
Investigadores como Derfus®’ y Ruiz-Hernandez®® emplearon diferentes estrategias en
el disefio de plataformas funcionalizadas con ADN para liberacion mediante estimulos
externos. En el primer ejemplo las MNPs de éxido de hierro recubiertas con dextrano
se funcionalizaron mediante la formacion de enlaces covalentes con hebras de ADN de
30 pb (pares de bases), posteriormente fueron hibridadas con ADN complementario
marcado con fluoréforo y encapsuladas en un tapon matrigel. En cuanto al segundo
ejemplo, se utilizdé una combinacion de NPs de silice mesoporosa y MNPs de
magnetita. Las MNPs se encontraba en los poros de las NPs de silice, funcionalizadas

13
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con ADN mediante un enlace tiol fluoresceina simulando un farmaco. Al producirse la
hibridacién de las dos hebras de ADN, estas bloquearon los poros de la NPs de silice.
Ambos disefios, en mayor o menor grado, presentaron liberacion de los fluoréforos, el
primero mediante la aplicacion de un campo electromagnética (EFM) a 400KHz
durante 40 minutos que tiene un pico de liberacidn elevado y el segundo al aplicar un
campo magnético alterno con amplitud de 24 kA/m y frecuencia de 100 kHz en un
bafio termostatizado a 37°C, liberandose progresivamente conforme aumenta el
tiempo y la temperatura. Recientemente, se ha demostrado que las MNPs
funcionalizadas con ADN pueden actuar como “termdmetros moleculares” para
determinar las temperaturas locales en la superficie de las MNPs mediante la
desnaturalizacién del ADN complementario marcado con un fluoréforo.
Correlacionando la cantidad de ADN liberado mediante hipertermia magnética
(midiendo la temperatura inicial de la muestra) con la una cantidad similar de ADN,
pero mediante calentamiento global, la cual se ha liberado a una temperatura
determina. La diferencia de estas temperatura a una concentracién similar nos indicara
de forma estimada la temperatura que alcanza la MNPs en Ia superficie.69

1.3.1.2. Acidos péptidonucleicos (APN)

Los 4cidos péptidonucleicos (APN) fueron introducidos por Nielsen y
colaboradores en 1991 como analogos de los acidos nucleicos en los que la cadena
principal de fosfatos y pentosas del ADN ha sido reemplazada por una cadena
peptidica sintética formada por unidades de N-(2-aminoetil) glicina. (Figura 9) Los
APNs son moléculas neutras, aquirales y resistentes a la degradacidén enzimatica por
nucleasas y proteasas.”

Enlace T
RN = o
peptidico o) —\<_
LT 6
0

=
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_;N

Grupo fosfato
y pentosa

Figura 9. Diferencias estructurales entre el acido nucleico (ADN) y péptidonucleico (APN)

Esta variacion estructural con respecto al ADN natural no impide la unidn
especifica de los APN al ADN y al ARN complementario mediante enlaces de
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hidrogeno.”* La cadena principal del APN no contiene grupos fosfato, por lo que no
presenta carga negativa; la ausencia de repulsion electrostatica da lugar a una unién
mas fuerte entre las cadenas de APN/ADN que la de ADN/ADN y, como consecuencia,
a una mayor estabilidad térmica traducida en una temperatura de melting (Tm).”*”?
Esta caracteristica, junto con su estabilidad enzimatica, hace que los APNs sean
candidatos interesantes para numerosas aplicaciones terapéuticas y biomédicas,”* por

75-77

ejemplo como herramientas moleculares en biologia y biotecnologia, en el

desarrollo de agentes terapéuticos antigenos y antisentido dirigidos a determinados

genes,’”®”? y en el desarrollo de biosensores.?%%!

Uno de los inconvenientes de la utilizacion de APN en aplicaciones biomédicas es
su baja solubilidad en medios fisioldgicos y una capacidad muy limitada para pasar las
membranas celulares. La principal estrategia para abordar estos inconvenientes es la
modificacion quimica de la cadena principal del APN, introduciendo quiralidad,
restringiendo la libertad conformacional, modulando el emparejamiento con las
nucleobases o introduciendo grupos funcionales catidnicos que mejoren la
solubilidad.®

1.3.1.3 Carbohidratos

Los carbohidratos estdn localizados en la membrana externa de la mayoria de las
células y juegan un papel importante en los procesos de adhesién y reconocimiento
celular a través de interacciones atractivas y repulsivas.®® Estos carbohidratos son
denominados glicocalix formado glicoconjugados como (glicoproteinas, glicolipidos y/o
proteoglicanos) actuando como receptores en diversos procesos patoldgicos, como

por ejemplo infecciones por virus o bacterias.?*®

En cuanto a la biofuncionalizacién de nanoparticulas, los carbohidratos pueden
actuar también como agentes estabilizantes de la superficie de MNPs, al igual que el
polietilenglicol. Estos carbohidratos actuan inhibiendo las interacciones inespecificas
con las proteinas, evitando la agregacion de las MNPs y prolongando el tiempo de vida
media en sangre de las MNPs antes de ser reconocidas y eliminadas por el sistema
reticulo endotelial (RES).®*®” En nuestro grupo,88 llevé a cabo el estudio de Ia
funcionalizacién de MNPs con diferentes carbohidratos (glucosa y galactosa) mediante
dos estrategias de funcionalizacidn, incorporando antes o después el carbohidrato de
ser marcada fluorescentemente la MNPs. Se estudio la relacion adecuada de densidad
de carbohidratos a funcionalizar en las MNPs para evitar interacciones inespecificas
por la adsorcion de proteinas, pero que esta cantidad no impidiera el reconocimiento

molecular de diferentes biomoléculas debido a impedimentos estéricos. ¥~
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En este trabajo se aprovechd la extensa experiencia del grupo de investigacion en
la funcionalizacién con carbohidratos, utilizando la glucosa como agente estabilizante
pasivando la superficie de las MNPs.

1.3.2 Aplicaciones de MNPs multifuncionalizadas en la terapia del
cancer

1.3.2.1 Introduccion

En la actualidad, la eficacia del tratamiento contra el cdncer se evalla
normalmente mediante pruebas ex vivo como biopsias (antes, durante y después del
tratamiento) o comparando imagenes estructurales del tejido anatémico antes vy
después de la terapia.” El tiempo entre el comienzo de la terapia y la evaluacién inicial
del tratamiento puede ser de varias semanas. Este retraso en el comienzo del
tratamiento hace que la administracidon del agente quimioterapéutico no esté ajustada
a un tratamiento éptimo. Las MNPs tienen el potencial de seguir el tratamiento a
tiempo real de entrega de fdrmacos, asi como la respuesta de los tejidos a este

tratamiento.”®™®

Gracias a las propiedades de las MNPs, estas pueden ser utilizadas con diversos
fines terapéuticos para el tratamiento contra el cdncer. Este trabajo se va a centrar en
el desarrollo de una plataforma funcional capaz de albergar el principio activo entre las
dobles hebras de ADN y APN y mediante la aplicacidn de hipertermia magnética, serd
liberado de manera contralada el principio activo (doxorrubicina). Esta plataforma en
combinacidon con la quimioterapia puede potenciar los efectos sinérgicos en el
tratamiento contra el cancer en un futuro.

l. Quimioterapéuticos

El objetivo de la quimioterapia es impedir el crecimiento de las células tumorales a
través de la accidn de productos quimicos que inhiben la funcidn celular, mediante la
interrupcion de la replicacidn y reparacion del ADN, la interferencia con la expresion
de proteinas u otros mecanismos para detener o inhibir la division celular.”® Los
principales inconvenientes en el uso de la quimioterapia son la falta de selectividad en
las células tumorales diana, las limitaciones farmacoldgicas (concentraciones elevadas,
tiempos de vida en el torrente sanguineo, etc.) y la toxicidad que ejercen sobre los

100,101 . e e .
00101 yna estrategia para minimizar los efectos secundarios de los

tejidos sanos.
guimioterapéuticos es unir o encapsular los farmacos a las en MNPs de éxido de
hierro. De esta forma los farmacos quedan protegidos de la degradacién, y pueden ser
dirigidos a las células diana con la posibilidad de aumentar la dosis local y minimizar la

toxicidad fuera de la zona a tratar ya que la dosis sistémica es menor. Esta estrategia
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se ha utilizado para distintos quimioterapéuticos como la temozolomida (TMZ),*°%*% |a

104 106,107

doxorrubicina,” " el paclitaxel,105 y el 5-fluorouracilo.

1. Tratamientos de Hipertermia

HT general

La hipertermia se ha introducido como una terapia adyuvante para el cancer y es un
tratamiento prometedor para esta enfermedad. La hipertermia usando temperaturas
muy elevadas (T > 45 °C) se considera como ablacion térmica ya que altera muchas

108,109
L

proteinas estructurales y funcionales dentro de la célula ocasionando necrosis. a

hipertermia mas comuin conduce a temperaturas del rango de 41-43 °C del tejido

tumoral.!*°

HT magnética

La hipertermia magnética aprovecha la propiedad de las MNPs de generar calor a
través de varios mecanismos (apartado 1.2.2.3) cuando se les aplica un campo

magnético externo.

Un ejemplo de la capacidad de generar calor las MNPs y
destruir las células tumorales es el llevado a cabo por Kolosnjaj-Tabi y
colaboradores,'*? los cuales utilizaron de MNPs recubiertas con polietilenglicol (PEG)
inyectadas por via intratumoral en carcinoma de xenoinjerto de ratones epidermoides.
Se les aplicé hipertermia observando un bloqueo en el crecimiento tumoral. Se utilizé
(PEG) ya que proporcionaba estabilidad en medios bioldgicos; ademas podia actuar de
ligando para conjugar con diferentes biomoléculas (dependiendo de la aplicacién). La
zona tumoral presentaba una temperatura de 8°C mas si lo comparabamos con una
zona alejada del tejido tumoral. Ademas, la destruccién de la matriz extracelular por
hipertermia ayudo a la penetracion del farmaco (Dox), y como consecuencia se
produjo una disminucion del crecimiento tumoral significativo si se compara con MNPs
de o6xido de hierro control. Este estudio demuestra la capacidad de estas MNPs de
oxido de hierro de actuar como vehiculo de liberacidon de farmacos de una manera
controlada, con el ajuste de parametros como la intensidad y duracion de aplicacién
del campo magnético.

1.3.2.2 Aplicaciones de MNPs en liberacion de farmacos
guimioterapéuticos

La administracion convencional de un quimioterapéutico (en esta tesis
Doxorrubicina) se ve limitada por la poca especificidad del mismo para llegar al sitio de

accion y la poca difusién a través de barreras bioldgicas, dando lugar a una actividad

113

farmacoldgica poco d6ptima y un mayor numero de efectos adversos. Estas
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limitaciones se podrian ver superadas encapsulado o uniendo el farmaco a
nanodispositivos que actuaran como portadores.

El efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR, enhanced permeation

1AL g postula como la absorciéon y acumulacién de las MNPs de

and retention)
forma preferente en tumores debido a las elevadas aberturas en los vasos sanguineos
y el escaso drenaje linfatico (Figura 9). A través del efecto EPR, las MNPs
transportadoras de farmacos pueden acumularse de manera eficaz en el tumor
limitando el crecimiento de las células tumorales. Sin embargo, esta vectorizacién
pasiva depende de la captacion de MNPs por las células cancerosas, y estd limitada por
la falta de control en sitios especificos del tumor y la liberacién temprana del fadrmaco
en la circulacién sanguinea. Las estrategias de vectorizacion activa se centran en la
unién ligando especifico — célula entre los receptores de superficie de células malignas
y biomoléculas complementarias, como son los anticuerpos, péptidos y carbohidratos,

118 Estas limitaciones se han

determinando su eficacia en la seleccién de tumores.
conseguido superar mediante el desarrollo de MNPs sensibles a distintos estimulos
para lograr una acumulacion mediante el uso de un iman como guia y liberacién a
demanda de farmacos con un control preciso y adaptado. Ademas, mediante el
desarrollo de MNPs sensibles a distintos estimulos se puede lograr la liberacién

controlada de farmaco en el sitio del tumor.**®

e Tumor

Célula
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Figura 9. Representacion del destino in vivo de MNPs si se le aplica un campo magnético
externo o no hacia las células diana. a) acumulacién activa de MNPs en células tumorales
mediante el uso de un iman como guia. b) acumulacién de MNPs en células tumorales a través
del efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR). Adaptado de Reddy et al. **°
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e Liberacion controlada de farmacos basada en MNPs sensibles a
estimulos

Los nanomateriales sensibles a los estimulos se pueden clasificar en dos tipos,
aquellos que responden a estimulos internos (intratumorales) y a estimulos externos
(figura 10). Los nanomateriales sensibles a estimulos internos utilizan las

caracteristicas microambientales del tejido tumoral (pH acido, hipoxia vy
sobreexpresidon de una enzima especificas a una patologia) para la focalizacién o la
liberacion controlada de una carga util. El pH del tumor es ligeramente mas acido (6.0
— 6.9) con respecto al de la sangre y tejidos sanos (7.4), debido a que las células
cancerosas producen metabdlitos acidos como consecuencia de la angiogénesis e

121,122

hipoxia bajo condiciones insuficientes de oxigeno y nutrientes. Otra caracteristica

especifica del tumor es el microambiente reductor, debido a la sobreproduccién de

biomoléculas reductoras bajo las condiciones hipdxicas presentes en las células
cancerosas.'*™% Otra propiedad general del tejido tumoral es la sobreexpresiéon de
algunas proteinas sensibles a enzimas, como por ejemplo las metaloproteinasas de la

matriz. 2

N e g
Redox ® //j
Campt;\?)/ “*\J/)

Magnético Temperatura

Figura 10. Representacion de MNPs sensibles a diferentes estimulos, internos (pH, enzimas

y redox) y externos (campo magnético, luz y temperatura). Adaptado de Kang et al.*’

El microambiente tumoral es a menudo complejo, dificil de cuantificar y varia en
cada paciente,®® por lo que las fluctuaciones enddgenas que son producidas no
favorece la utilizacién de estimulo internos. Por lo tanto, la utilizacion de estimulos
externos como luz, temperatura o la aplicacién de un campo magnético, proporciona
un mayor control en la liberacion del farmaco en el sitio deseado, minimizando los
efectos secundarios ocasionados por restos de agentes terapéuticos, potenciando el
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efecto citotéxico de manera especifica en el tejido diana. Un ejemplo de aplicacion de
un estimulo externo es la hipertermia magnética, la cual es empleada en la plataforma
de MNPs multifuncionalizadas creadas en este trabajo de tesis.

Liberacidon de farmacos mediante hipertermia magnética

El disefio de un sistema de liberacién de farmacos mediante la activacion
magnetotérmica remota ha sido motivo de estudio por diversos investigadores debido
a la liberacion de energia térmica de MNPs de dxido de hierro al aplicar un campo

magnético alterno.'?*'*

La incorporacion de farmacos a la plataforma de MNPs
depende en gran medida de la adsorcidn fisica o electrostdtica en la superficie de las
MNPs recubiertas o no, quedando el farmaco adsorbido expuesto a la liberacién

incontrolada.'®!

Una estrategia ampliamente investigada en el disefio de una
plataforma para la liberaciéon de agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, Dox) de
forma controlada mediante la aplicacién de hipertermia magnética, es la introduccién
de un espaciador termolabil, como pueden ser la doble hélice de ADN, 5768132 y grupos
azo. Un ejemplo de espaciador termolabil con grupos azo, concretamente (azobis [N-
(2-carboxietil) -2-metilpropionamidina]) consistié en la union de azo a nanoparticulas
de 6xido de hierro. La fluoresceineamina (FA) se unié a la molécula azo en la superficie
de MNPs funcionalizada con espaciadores de poli (etilenglicol) (PEG) de diferentes
pesos moleculares. El calentamiento local que se produjo al aplicar un campo
magnético externo fue de hasta 45 ° C, a distancias por debajo de 0,5 nm desde la
superficie de la nanoparticula, que se descomponia exponencialmente a medida que

aumenta la distancia. **3

1.3.2.3 Aplicaciones de MNPs en hipertermia magnética

En el caso de la hipertermia magnética se tienen que tener en cuenta tanto
aspectos intrinsecos de la propia técnica (frecuencia y amplitud del campo magnético),
como el disefio especifico de MNPs multifuncionalizadas con diferentes biomoléculas
(por ejemplo, su tamafio, morfologia y recubrimiento). Ademas, el disefio de MNPs
para aplicaciones en hipertermia magnética tiene que seguir una serie de criterios que
incluyan los factores mas relevantes en el proceso de transferencia de calor en medios

Y . . . 1
bioldgicos a 3 escalas diferentes de longitud (nano-, micro- y macroescala).’**

Elementos de nanoescala: nanoparticulas y proteinas

Las MNPs para aplicaciones biomédicas in vivo necesitan tener un nucleo
inorgdnico con buenas propiedades magnéticas, asi como una magnetizacion
remanente nula (MNPs superparamagnéticas) para evitar su aglomeracién, y una alta
susceptibilidad magnética que permita una respuesta magnética intensa y rapida,
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minimizando asi el tiempo de exposicion al campo magnético externo. El control del
tamafio, forma y cristalinidad asegura propiedades magnéticas éptimas.las’136 Otro
factor importante es el recubrimiento de las MNPs para evitar su oxidacién, asegurar
su estabilidad coloidal y dotarlas de grupos funcionales. Ademas, el recubrimiento
elegido tiene que ser biocompatible y evitar la absorcién de proteinas plasmaticas y la
formacién de la corona de proteinas, la cual puede provocar una cancelacion de las
funciones de las MNPs y puede afectar de manera drastica la biodistribucién y

137,138

biodegradacion de las MNPs.

Elementos de microescala: células

La interaccion de las MNPs con células es un proceso complejo. Dependiendo de
las propiedades fisicoquimicas de las MNPs y el tiempo de contacto entre MNPs y
células, se pueden desencadenar efectos citotéxicos o el proceso de internalizacién
celular de las MNPs.”*® Las MNPs terminarian internalizadas en compartimentos
celulares con estructura heterogénea y pardmetros fisicoquimicos variables
(composicién, viscosidad y pH entre otros). Esto provocaria una distribucidon
heterogénea de las MNPs en diferentes regiones de la célula; ademas, la generacién de
calor por las MNPs se veria limitada por la dificultad de movimiento de estas en
medios con alta viscosidad (ver el mecanismo de relajaciéon de Brown), reduciendo por
tanto el efecto de la hipertermia magnética. En cuanto a la sensibilidad térmica de las
células, objetivo principal de las aplicaciones de hipertermias magnética, varia durante
el ciclo celular. Dependiendo de la estimulacién térmica, se pueden observar dafos en
la estructura celular o en el contenido cromosdémico. Debido a su metabolismo
acelerado, las células tumorales son muy vulnerables a los efectos de la hipertermia, la
cual puede provocar alteraciones del nucleo, cambios en la organizacion del
citoesqueleto, plegamiento incorrecto de proteinas y apariciéon de acidosis o apoptosis

ocasionada por la sobreexpresidn de las proteinas de choque térmico Ja0141

Elementos de macroescala: tejidos

El ultimo desafio en el disefio de MNPs para obtener buenos resultados en la
aplicacion de hipertermia magnética en medios bioldgicos es la diversidad fisica y
guimica de las regiones tumorales, a través del efecto EPR (ver apartado 1.3.3.2). La
replicacion anormal de las células cancerosas da lugar a una alta tasas de crecimiento
vascular irregular con gradientes de oxigeno pronunciados. En consecuencia, el
recubrimiento de las MNPs tiene que soportar el estrés oxidativo y el ambiente acido
sin que las biomoléculas conjugadas en la MNP se vean alteradas. El recubrimiento es
por tanto un parametro critico en el rendimiento de la hipertermia magnética.'*?
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Para obtener un disefio adecuado de MNPs para aplicaciones en hipertermia
magnética se tienen que modular los factores que afectan a las 3 escalas
anteriormente indicadas. Unas buenas propiedades magnéticas se pueden obtener
controlando el tamaiio, la forma y el recubrimiento de las MNPs.

Debido a los efectos que se producen en las MNPs a diferentes escalas ste el
tratamiento de hipertermia magnética basado en MNPs de 6xido de hierro (también
conocida como hipertermia fluida magnética, HFM) tiene una serie de ventajas con
respecto a la hipertermia convencional:

1) Las nanoparticulas magnéticas pueden ser calentadas usando campos
magnéticos alternos de frecuencias no toxicas para el tejido sano (generalmente en el

rango de las radiofrecuencias).**

2) Las nanoparticulas magnéticas pueden ser derivatizadas con ligandos tumorales
para una vectorizacion mas selectiva de las mismas en los tejidos malignos.

3) El uso de nanoparticulas magnéticas como transportadores de fadrmacos puede
ser utilizado para inducir una liberacién controlada de farmacos, proporcionando de

esta manera nuevos y mas eficaces sistemas terapéuticos multimodales.****?

4) Las MNPs debidamente funcionalizadas pueden atravesar barreras bioldgicas,
por ejemplo, la barrera hematoencefdlica (BBB), por lo que se pueden utilizar en el

. 14
tratamiento de tumores cerebrales. **®

Los ensayos llevados a cabo en la evaluacidn preclinica del tratamiento de

hipertermia de fluidos magnéticos (MFH), tales como las MNPs de 6xido de hierro,

consta de en diferentes combinaciones de tratamientos terapéuticos contra el cancer.

1. Hipertermia magnética y quimioterapia

La hipertermia magnética también se ha utilizado en combinacién con
guimioterapia para obtener una respuesta antitumoral mas eficaz. Por ejemplo,
el uso combinado de MNPs de éxido de hierro cargadas con cis-platino y la
aplicaciéon de hipertermia ha dado lugar a un efecto sinérgico en células
tumorales de sarcoma de rata BP6.'*’ Al igual que las MNPs de 6xido de hierro
recubiertas con polimeros termosensibles como el poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM) , estas MNPs aumentaron su temperatura cuando se le aplicé un
campo magnético alterno provocando la liberacién del farmaco encapsulado.148
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2. Hipertermia magnética y radioterapia

La combinacion de hipertermia magnética con radioterapia provoca la muerte
celular tras su aplicacion. Un ensayo llevado a cabo fue la incubacién de una
linea celular de cdncer de prdstata humana con MNPs recubiertas con
dextrano, de unos 20 nm, y se expusieron a un campo magnético externo. Los
resultados observados indicaron unos niveles de muerte celular significativos

en comparacion con la aplicacion de radioterapia en ausencia de MFH.**

Ademas de las aplicaciones mencionadas, la hipertermia magnética (MHF) al
igual que la hipertermia tradicional (HT), se ha usado para aumentar la
acumulacién de compuesto anticanceroso en la zona dafiada, alterando la
permeabilidad local del tejido. El calentamiento del tumor ayuda en el aumento
del flujo sanguineo, asi como su permeabilidad microvascular y oxigenacién, "
13 mas accesible a farmacos, sistemas de liberacion de fiarmacos o
macromoléculas. Esto ayuda a lograr una regresién del tumor pretratado con
hipertermia magnética antes de la administracion de MNP cargadas con

farmacos con un tiempo de circulacion mayor

3. Hipertermia magnética (MFH) dirigida

El tratamiento de hipertermia magnética todavia puede mejorar mas con la
induccion selectiva de calor en el tejido tumoral, conseguir una distribucién
homogénea de temperaturas en la zona a tratar y evitar que sea una técnica
invasiva. En el caso ideal, la técnica deberia combinar la administracién de una
cantidad minima de fluido magnético con la generacidon de un calentamiento
suficiente dentro de los parametros de campo apropiados (frecuencias entre
0.05 y 1,2 MHz y campos < 15 kA/m). Los requisitos mencionados
anteriormente se pueden lograr funcionalizando las MNPs con ligandos
especificos dirigidos a células tumorales, como por ejemplo MAb, FA o
receptores HER2 que se unen especificamente a la células tumorales tras la
inyeccidn, internalizdndose y de este modo aumentan las concentraciones

intracelulares de MNPs.>#1%°

Hasta la fecha, se han llevado a cabo varios ensayos clinicos usando hipertermia

magnética en combinacién con radioterapia. El primer estudio se realizé con MNPs de

6xido de hierro recubiertas con aminosilano de la empresa Magforce (MagForce® MFL

AS, MagForce® Nanotechnologies GmbH) para tratar a pacientes que padecian cancer

de préstata localmente recurrente, usando hipertermia magnética. Las temperaturas
qgue se alcanzaron en los tejidos de préstata fueron del rango de 41 °C a 55 °C, bien
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toleradas por los pacientes en general.”®®™® Los resultados fueron prometedores,
aunque habia que tener en cuenta la linea celular puesto que todas no presentan la
misma sensibilidad al tratamiento. También se ha experimentado con pacientes con
glioblastoma multiforme, aplicindoles hipertermia magnética bien tolerada por todos
los pacientes. La temperatura intratumoral que se alcanzo fue de 44.6 °C, observando
una disminuciéon o ausencia de efectos secundarios, asi como un control del

[ 159,160

crecimiento tumora Este tratamiento en combinacién con la radioterapia logré

disminuir el tumor y aumentar la supervivencia de los pacientes con tumor cerebral.
1.4. RETOS EN EL USO DE MNPs PARA APLICCIONES BIOMEDICAS

En el campo de la nanomedicina, es necesario evaluar los posibles riesgos asociados
a la exposicion del organismo a diferentes nanomateriales. Comprender la interaccién
de las MNPs con las células, asi como su impacto toxicoldgico es crucial para la

161 5e ha demostrado tanto en estudios in vitro como in vivo

aplicacion in vivo de MNPs.
qgue las MNPs, pueden dafiar el funcionamiento de las células a través de numerosos
mecanismos, como la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) importante
contribuyente a la toxicidad de nanoparticulas de 6xido de hierro sin recubrimiento, %
la generacion de radicales libres, daifio del ADN y deterioro de la funcién mitocondrial,

entre O'CI‘OS.163'164

Es importante destacar que la toxicidad de las MNPs puede depender de numerosos
factores, como son la dosis, composicién quimica, tamafio, quimica superficial,
solubilidad, via de administracién, biodistribucion, biodegradabilidad vy

farmacocinética.

Una primera aproximacioén para estimar la citotoxicidad de las MNPs consiste en la

realizacién de estudios de citotoxicidad in vitro.'*>*°

La toxicidad en ensayos in vitro,
va a depender principalmente de la superficie y tipo de recubrimiento (organico e
inorgdnico) de las MNPs, el tiempo de exposicidn y las interacciones que se produzcan
entre las MNPs y las células, asi como el tipo de linea celular empleada. El tipo de
recubrimiento superficial de las MNPs en contacto con medios fisiolégicos puede ser
inestables, formando agregados y por tanto creando una toxicidad en la célula y s
tejidos. Por tanto, se requiere una evaluacién caso a caso de la citotoxidad de las

MNPs en medio de cultivo celular para obtener una buena viabilidad celular.

Hasta la fecha, se ha descrito el uso de distintos tipos de polimeros sintéticos y
naturales para el recubrimiento de MNPs: dextrano, polietilenglicol (PEG),

poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli-L-lisina (PLL).*®" Un ejemplo es el PEG el cual no
presentaba efecto téxico sobre células fibroblasticas, proporcionando un aumento

significativo en el tiempo de circulacidon sanguinea al minimizar o eliminar la adsorcién
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de proteinas,'®® incluso usando diferentes tipos de PEG,'®® derivados de PEG, o

diferentes polimeros.*’%*"*

Otro tipo de recubrimiento como alternativa a PEG, son los
carbohidratos (glucosa, lactosa y galactosa), los cuales actuan pasivando la superficie
de las MNPs, ademas de permitir la internalizacion en células cancerosas, sin presentar

toxicidad.”?

Otro factor a tener en cuenta a la hora de evaluar la toxicidad es el tamafio de las
MNPs. Generalmente, son mas toxicas las particulas de menor tamafio debido a su
mayor darea superficial que las hace mas reactivas, estas interactian con las
membranas celulares provocando un efecto citotdxico, ademds de ser retenidas
durante mas tiempo en el cuerpo. Un estudio con MNPs de 30 nm presentaba mayores
efectos toxicos que una de 500 nm, causando un dalo mayor al ADN las de 30 nm a una
misma concentracion.’”? Ia gran relacion superficie/volumen de las nanoparticulas
nanomeétricas provoca la adsorcién de proteinas plasmaticas, que son facilmente
reconocidas por los macrdéfagos del sistemas reticuloendotelial haciéndolas

vulnerables a una réapida eliminacién sin alcanzar el objetivo final.*”*

1.5. OBIJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es el desarrollo de una plataforma
funcional compuesta por nanoparticulas de 6xido de hierro (MNPs) funcionalizadas
con acidos nucleicos y péptidonucleicos, hibridadas con su hebra de ADN”
complementaria, e intercalado el principio activo (doxorrubicina). Este diseno sera
aplicado en la liberacién controlada de farmacos basada en el uso de la hipertermia
magnética, con aplicaciones futuras en diagndstico y tratamiento del cancer.

Basandonos en el objetivo principal, en el capitulo 2 se describe la sintesis de
nanoparticulas magnéticas de o6xido de hierro (FexOy) con morfologia esférica y
tamafio de 12 nm por descomposicién térmica de un precursor organometalico, su

estabilizacién en medio acuoso, y su caracterizacion mediante diferentes técnicas.

En el capitulo 3 se centra en el desarrollo de una plataforma basada en MNPs
funcionalizadas con hebras de acidos nucleicos (ADN’) y péptidonucleicos (APN’). La
conjugacién de ADN’/APN’ con su hebra complementaria (ADN”’) marcada con un
fluoréforo facilita, de manera indirecta, la estimacidon de la cantidad de ADN’/APN’
unida covalentemente a las nanoparticulas. Asimismo, se ha comprobado que la
presencia de un derivado de glucosa como agente pasivante de la superficie de las
MNPs es fundamental para asegurar la estabilidad de la plataforma en medio de

cultivo celular.
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Capitulo 1

En el capitulo 4 se detallan los estudios llevados a cabo para estudiar la
temperatura de desnaturalizacion de las hebras conjugadas de APN’-ADN”’ y ADN’-
ADN”. Se ha estudiado la influencia que ejercen en la temperatura de
desnaturalizacion diferentes pardmetros, como el tampdn utilizado, su concentracién,
asi como las diferentes longitudes de las cadenas de ADN’’ marcadas con fluoréforos.
Se ha optimizado y cuantificado el proceso de liberacién de controlada de ADN"
complementario utilizando dos técnicas diferentes, el calentamiento global y la
hipertermia magnética.

Finalmente, en el capitulo 5 se describe la intercalacidon del farmaco doxorrubicina
(Dox) en los conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN” en la plataforma desarrollada en el
capitulo 3. Se ha estudiado la liberacion de la cantidad de Dox intercalada mediante la
aplicacion de calentamiento global e hipertermia magnética. Por ultimo, se han llevado
a cabo ensayos preliminares de citotoxicidad y liberacién de Dox mediante hipertermia
magnética in vitro.

1.6. REFERENCIAS

(1) European Commission. Recomendacién de La Comisiéon de 18 de Octubre de
2011 Relativa a La Definicion de Nanomaterial. D. Of. la Unidon Eur. 2011,
696/EU, 275/38-275/40.

(2)  Nikalje, A. P. Nanotechnology and Its Applications in Medicine. Med. Chem. (Los.
Angeles). 2015, 5, 81-89.

(3) Spencer, D. S.; Puranik, A. S.; Peppas, N. A. Intelligent Nanoparticles for
Advanced Drug Delivery in Cancer Treatment. Curr. Opin. Chem. Eng. 2015, 7,
84-92.

(4)  Singh, R.; Lillard, J. W. Nanoparticle-Based Targeted Drug Delivery. Exp. Mol.
Pathol. 2009, 86, 215-223.

(5) European Science Foundation’s Forward Look Nanomedicine: An EMRC
Consensus Opinion. 2005, http://www.esf.org.

(6)  Schiatt, W.; Grittner, C.; Hafeli, U.; Zborowski, M.; Teller, J.; Putzar, H.;
Schiimichen, C. Applications of Magnetic Targeting in Diagnosis and Therapy—
Possibilities and Limitations: A Mini-Review. Hybridoma 1997, 16, 109-117.

(7)  Torchilin, V. P. Drug Targeting. Eur. J. Pharm. Sci. 2000, 2, 81-91.

(8) Rudge, S.; Peterson, C.; Vessely, C.; Koda, J.; Stevens, S.; Catterall, L. Adsorption
and Desorption of Chemotherapeutic Drugs from a Magnetically Targeted
Carrier ( MTC). J. Control. Release 2001, 74, 335-340.

(9) Ling, D.; Hyeon, T. Chemical Design of Biocompatible Iron Oxide Nanoparticles
for Medical Applications. Small 2013, 9, 1450-1466.

26



(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

Introduccion

Hornes, E.; Ugelstad, J.; Uhlen, M. Magnetic Separation Techniques in Diagnostic
Microbiology. Clin. Microbiol. Rev 1994, 7, 43-54.

Teller, J.; Xu, B.; Holgersson, J. A Novel and Rapid Method for Quantification of
Magnetic Nanoparticle — Cell Interactions Using a Desktop Susceptometer.
Nanotechnology 2004, 15, 457-466.

Arruebo, M.; Fernandez-pacheco, R.; Ibarra, M. R.; Santamaria, J. Magnetic
Nanoparticles for Drug Delivery. Nano Today 2007, 2, 22-32.

Davis, S. S. Biomedical Applications of Nanotechnology - Implications for Drug
Targeting and Gene Therapy. Trends Biotechnol. 1997, 7799, 217-224.

Scherer, F.; Anton, M.; Schillinger, U.; Henke, J.; Bergemann, C.; Kriger, A.;
Gansbacher, B.; Plank, C. Magnetofection: Enhancing and Targeting Gene
Delivery by Magnetic Force in Vitro and in Vivo. Gene Ther. 2002, 9, 102—-109.

Schu, W.; Gru, C.; Teller, J.; Westphal, F.; Ha, U.; Paulke, B.; Goetz, P.; Finck, W.
Biocompatible Magnetic Polymer Carriers for In Vivo Radionuclide Delivery.
Artif. Organs 1999, 23, 98—103.

Jordan, A.; Scholz, R.; Wust, P.; Fa, H.; Felix, R. Magnetic Fluid Hyperthermia (
MFH ): Cancer Treatment with AC Magnetic Field Induced Excitation of
Biocompatible Superparamagnetic Nanoparticles. J. Magn. Magn. Mater. 1999,
201, 413-419.

Babes, L.; Jacques, J.; Jeune, L.; Jallet, P. Synthesis of Iron Oxide Nanoparticles
Used as MRI Contrast Agents : A Parametric Study. J. Colloid Interface Sci. 1999,
212,474-482.

Bohara, R. A.; Thorat, N. D.; Pawar, S. H. Role of Functionalization: Strategies to
Explore Potential Nano-Bio Applications of Magnetic Nanoparticles. RSC Adv.
2016, 6, 43989-44012.

Sounderya, N.; Zhang, Y. Use of Core/Shell Structured Nanoparticles for
Biomedical Applications. Recent Patents Biomed. Eng. 2008, 1, 34-42.

G van Loo, X Saelens, M van Gurp, M MacFarlane, S. J. M. et al. The Role of
Mitochondrial Factors in Apoptosis: A Russian Roulette with More than One
Bullet. Cell 2006, 440, 1088.

M. H. Falk, R. D. I. Hyperthermia in Oncology. Int. J. Hyperth. 2001, 17, 1-18.

Dobson, Q. A. P. and N. T. K. T. and S. K. J. and J. Progress in Applications of
Magnetic Nanoparticles in Biomedicine. J. Phys. D. Appl. Phys. 2009, 42, 224001.

Thomas, L. A.; Dekker, L.; Kallumadil, M.; Southern, P.; Wilson, M.; Nair, S. P.;
Pankhurst, Q. A.; Parkin, |. P. Carboxylic Acid-Stabilised Iron Oxide Nanoparticles
for Use in Magnetic Hyperthermia. J. Mater. Chem. 2009, 19, 6529.

27



Capitulo 1

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

Pfeiffer, C.; Rehbock, C.; Huhn, D.; Carrillo-Carrion, C.; de Aberasturi, D. J.; Merk,
V.; Barcikowski, S.; Parak, W. J. Interaction of Colloidal Nanoparticles with Their
Local Environment: The (lonic) Nanoenvironment around Nanoparticles Is
Different from Bulk and Determines the Physico-Chemical Properties of the
Nanoparticles. J. R. Soc. Interface 2014, 11, 20130931-20130931.

Marco, M. Di; Port, M.; Couvreur, P.; Dubernet, C.; Ballirano, P.; Sadun, C.
Structural Characterization of Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide ( USPIO
) Particles in Aqueous Suspension by Energy Dispersive X-Ray Diffraction ( EDXD
). J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 10054-10059.

Miser, D. E.; Shin, E. J.; Hajaligol, M. R.; Rasouli, F. HRTEM Characterization of
Phase Changes and the Occurrence of Maghemite during Catalysis by an Iron
Oxide. Appl. Catal. A Gen. 2004, 258, 7-16.

Thode, K.; Miiller, R. H.; Kresse, M. Two-Time Window and Multiangle Photon
Correlation Spectroscopy Size and Zeta Potential Analysis — Highly Sensitive
Rapid Assay for Dispersion Stability. J. Pharm. Sci. 2000, 89, 1317-1324.

Lépez-Lépez, M. T.; de Vicente, J.; Bossis, G.; Gonzalez-Caballero, F.; Duran, J. D.
G. Preparation of Stable Magnetorheological Fluids Based on Extremely Bimodal
Iron—magnetite Suspensions. J. Mater. Res. 2005, 20, 874—-881.

Lopez-Lépez, M. T.; Durdn, J. D. G.; Delgado, A. V.; Gonzalez-Caballero, F.
Stability and Magnetic Characterization of Oleate-Covered Magnetite Ferrofluids
in Different Nonpolar Carriers. J. Colloid Interface Sci. 2005, 291, 144-151.

Viota, J. L.; Durdn, J. D. G.; Gonzdlez-Caballero, F.; Delgado, A. V. Magnetic
Properties of Extremely Bimodal Magnetite Suspensions. J. Magn. Magn. Mater.
2007, 314, 80-86.

Teja, A. S.; Koh, P. Synthesis , Properties , and Applications of Magnetic Iron
Oxide Nanoparticles. Prog. Cryst. Growth Charact. Mater. 2009, 55, 22-45.

Neuberger, T.; Scho, B.; Hofmann, M.; Rechenberg, B. Von. Superparamagnetic
Nanoparticles for Biomedical Applications : Possibilities and Limitations of a New
Drug Delivery System. J. Magn. Magn. Mater. 2005, 293, 483-496.

Soler, M. A. G.; Paterno, L. G. Magnetic Nanomaterials; 2016.

Sorensen, C. M. Magnetism. In Nanoscale Materials in Chemistry; John Wiley &
Sons, Inc., 2001; pp. 169-221.

Decurtins, S. Magnetic Materials. Fundamentals and Device Applications.
Angew. Chemie Int. Ed. 2003, 42, 5791-5791.

Mckeehan, L. W. The Molecular Field and Atomic Order in Ferromagnetic
Crystals and in Hydrogenised Iron. Nature 1930, 126, 274-275.

28



(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

Introduccion

Kittel, C. Theory of the Structure of Ferromagnetic Domains in Films and Small
Particles. Phys. Rev. 1946, 70, 965-971.

Hergt, R.; Dutz, S.; Roder, M. Effects of Size Distribution on Hysteresis Losses of
Magnetic Nanoparticles for Hyperthermia. J. Phys. Condens. Matter 2008, 20, 1-
12.

Batlle, X. Finite-Size Effects in Fine Particles: Magnetic and Transport Properties.
J. Phys. D Appl. Phys 2002, 35, R15—R42.

Wou, L.; Mendoza-Garcia, A.; Li, Q.; Sun, S. Organic Phase Syntheses of Magnetic
Nanoparticles and Their Applications. Chem. Rev. 2016, 116, 10473-10512.

Baaziz, H.; Tozri, A.; Dhahri, E.; Hlil, E. K. Size-Induced Griffiths Phase-like in
Ferromagnetic Metallic La0.675r0.33Mn0O3 Nanoparticles. J. Magn. Magn.
Mater. 2016, 403, 181-187.

Cullity, B. D.; Graham, C. D. Introduction to Magnetic Materials. In Addison-
Wesley, Menlo Park, Calif, USA; 1972.

Hervault, A.; Thanh, N. T. K. Magnetic Nanoparticle-Based Therapeutic Agents
for Thermo-Chemotherapy Treatment of Cancer. Nanoscale 2014, 6, 11553—
11573.

Giustini, A. J.; Petryk, A. A.; Cassim, S. A,; Tate, J. A.; Baker, |.; Hoopes, P. J.
Magnetic Nanoparticle Hyperthermia in Cancer Treatment. Nano Life 2013, 1, 1-
23.

Laurent, S.; Forge, D.; Port, M.; Roch, A.; Robic, C.; Vander Elst, L.; Muller, R. N.
Magnetic Iron Oxide Nanoparticles: Synthesis, Stabilization, Vectorization,
Physicochemical Characterizations and Biological Applications. Chem. Rev. 2008,
108, 2064-2110.

Shen, J. P.; Doi, M. Effective Viscosity of Magnetic Fluids. J. Phys. Soc. Japan
1990, 59, 111-117.

Abenojar, E. .; Wickramasinghe, S.; Bas-Concepcion, J.; Cristina, A.; Samia, S.
Structural Effects on the Magnetic Hyperthermia Properties of Iron Oxide
Nanoparticles. Prog. Nat. Sci. Mater. Int. 2016, 26, 440-448.

Shah, R. R.; Davis, T. P.; Glover, A. L.; Nikles, D. E.; Brazel, C. S. Impact of
Magnetic Field Parameters and Iron Oxide Nanoparticle Properties on Heat
Generation for Use in Magnetic Hyperthermia. J. Magn. Magn. Mater. 2015,
387, 96-106.

Schladt, T. D.; Schneider, K.; Schild, H.; Tremel, W. Synthesis and Bio-
Functionalization of Magnetic Nanoparticles for Medical Diagnosis and
Treatment. Dalt. Trans. 2011, 40, 6315-6343.

29



Capitulo 1

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

Wang, H.; Yang, R.; Yang, L.; Tan, W. Nucleic Acid Conjugated Nanomaterials for
Enhanced Molecular Recognition. ACS Nano 2009, 3, 2451-2460.

White, K. A.; Rosi, N. L. Gold Nanoparticle-Based Assays for the Detection of
Biologically Relevant Molecules. Nanomedicine 2008, 3, 543-553.

Jiang, D.; England, C. G.; Cai, W. DNA Nanomaterials for Preclinical Imaging and
Drug Delivery. J. Control. Release 2016, 239, 27-38.

Wu, D.; Wang, L.; Li, W.; Xu, X.; Jiang, W. DNA Nanostructure-Based Drug
Delivery Nanosystems in Cancer Therapy. Int. J. Pharm. 2017, 533, 169-178.

Samanta, A.; Medintz, |. L. Nanoparticles and DNA - a Powerful and Growing
Functional Combination in Bionanotechnology. Nanoscale 2016, 8, 9037-9095.

Mirkin, C. A.; Letsinger, R.; Mucic, R. C.; Storhoff, J. J. A DNA-Based Method for
Rationally Assembling Nanoparticles into Macroscopic Materials. Nature 1996,
382, 607-609.

Alivisatos, A.; Johnson, K.; Peng, X.; Wilson, T. E. Organization of ‘Nanocrystal
Molecules’ Using DNA. Nature 1996, 382, 609-611.

Liu, J.; Cao, Z.; Lu, Y. Functional Nucleic Acid Sensors. Chem. Rev. 2009, 109,
1948-1998.

Bagalkot, V.; Zhang, L.; Levy-Nissenbaum, E.; Jon, S.; Kantoff, P. W.; Langery, R.;
Farokhzad, O. C. Quantum Dot-Aptamer Conjugates for Synchronous Cancer
Imaging, Therapy, and Sensing of Drug Delivery Based on Bi-Fluorescence
Resonance Energy Transfer. Nano Lett. 2007, 7, 3065—3070.

Lee, J. H.; Yigit, M. V.; Mazumdar, D.; Lu, Y. Molecular Diagnostic and Drug
Delivery Agents Based on Aptamer-Nanomaterial Conjugates. Adv. Drug Deliv.
Rev. 2010, 62, 592—605.

Wagner, K.; Kautz, A.; Roder, M.; Schwalbe, M.; Pachmann, K.; Clement, J. H.;
Schnabelrauch, M. Synthesis of Oligonucleotide-Functionalized Magnetic
Nanoparticles and Study on Their in Vitro Cell Uptake. Appl. Organomet. Chem.
2004, 18, 514-519.

Perez, J. M.; Josephson, L.; O’Loughlin, T.; Hoégemann, D.; Weissleder, R.
Magnetic Relaxation Switches Capable of Sensing Molecular Interactions. Nat.
Biotechnol. 2002, 20, 816.

Zhan, S.; Wu, Y.; Wang, L.; Zhan, X.; Zhou, P. A Mini-Review on Functional
Nucleic Acids-Based Heavy Metal lon Detection. Biosens. Bioelectron. 2016, 86,
353-368.

Stadler, A.; Chi, C. DNA-Incorporating Nanomaterials in Biotechnological
Applications. Nanomedicine 2010, 5, 319-334.

30



(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

Introduccion

Ratilainen, T.; Holmén, A.; Tuite, E.; Haaima, G.; Christensen, L.; Nielsen, P. E.;
Nordén, B. Hybridization of Peptide Nucleic Acid. Biochemistry 1998, 37, 12331—
12342.

Box, V. G. S. The Intercalation of DNA Double Helices with Doxorubicin and
Nagalomycin. J. Mol. Graph. Model. 2007, 26, 14-19.

Fortin, J. P.; Gazeau, F.; Wilhelm, C. Intracellular Heating of Living Cells through
Néel Relaxation of Magnetic Nanoparticles. Eur. Biophys. J. 2008, 37, 223-228.

Derfus, A. M.; Von Maltzahn, G.; Harris, T. J.; Duza, T.; Vecchio, K. S.; Ruoslahti,
E.; Bhatia, S. N. Remotely Triggered Release from Magnetic Nanoparticles. Adv.
Mater. 2007, 19, 3932—-3936.

Ruiz-Hernandez, E.; Baeza, A.; Vallet-Regi, M. Smart Drug Delivery through
DNA/magnetic Nanoparticle Gates. ACS Nano 2011, 5, 1259-1266.

Dias, J. T.; Moros, M.; Del Pino, P.; Rivera, S.; Grazu, V.; de la Fuente, J. M. DNA
as a Molecular Local Thermal Probe for the Analysis of Magnetic Hyperthermia.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2013, 52, 11526-11529.

Egholm, M.; Buchardt, O.; Nielsen, P. E.; Berg, R. H. Peptide Nucleic Acids (PNA).
Oligonucleotide Analogues with an Achiral Peptide Backbone. Journal of the
American Chemical Society, 1992, 114, 1895-1897.

Demidov, V. V.; Potaman, V. N.; Frank-Kamenetskil, M. D.; Egholm, M.; Buchard,
0.; Sénnichsen, S. H.; Nlelsen, P. E. Stability of Peptide Nucleic Acids in Human
Serum and Cellular Extracts; 1994; Vol. 48.

Egholm, M.; Buchardt, O.; Nielsen, P. E.; Berg, R. H. Recognition of Guanine and
Adenine in DNA by Cytosine and Thymine Containing Peptide Nucleic Acids
(PNA). J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9677-9678.

Tomac, S.; Sarkar, M.; Ratilainen, T.; Wittung, P.; Nielsen, P. E.; Norden, B.;
Graslund, A. lonic Effects on the Stability and Conformation of Peptide Nucleic
Acid Complexes. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 5544-5552.

Nielsen, P. E. Applications of Peptide Nucleic Acids. Current Opinion in
Biotechnology, 1999, 10, 71-75.

Demidov, V.; Frank-kamenetskii, M. D.; Egholm, M.; Buchardt, O.; Nielsen, P. E.
Sequence Selective Double Strand DNA Cleavage by Peptide Nucleic Acid (PNA)
Targeting Using Nuclease S1. Nucleic Acids Res. 1993, 21, 2103-2107.

Demers, D. B.; Curry, E. T.; Egholm, M.; Sozer, A. C. Enhanced PCR Amplification
of VNTR Locus d1s80 Using Peptide Nucleic Acid (PNA). Nucleic Acids Res. 1995,
23, 3050-3055.

31



Capitulo 1

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

Perry-O’Keefe, H.; Yao, X. W.; Coull, J. M.; Fuchs, M.; Egholm, M. Peptide Nucleic
Acid Pre-Gel Hybridization: An Alternative to Southern Hybridization. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 1996, 93, 14670-14675.

Hanvey, J. C.; Peffer, N. C.; Bisi, J. E.; Thomson, S. A.; Cadilla, R.; Josey, J. A,;
Ricca, D. J.; Hassman, C. F.; Bonham, M. A.; Au, K. G.; et al. Antisense and
Antigene Properties of Peptide Nucleic Acids. Science (80-. ). 1992, 258, 1481—
1485.

Boffai, L. C.; Morris, P. L.; Carpaneto, E. M.; Louissaint, M.; Allfrey, V. G. Invasion
of the CAG Triplet Repeats by a Complementary Peptide Nucleic Acid Inhibits
Transcription of the Androgen Receptor and TATA-Binding Protein Genes and
Correlates with Refolding of an Active Nucleosome Containing a Unique AR
Gene Sequence. J. Biol. Chem. 1996, 271, 13228-13233.

Orum, Henrik; Nielson, E.P.; Egholm, M, Stanley, C.; Chemistry, O. Singele Base
Pair Mutation Analysis by PNA Directes PCR Clamping. Nucleic Acids Res. 1993,
21, 5332-5336.

Thiede, C.; Bayerdorffer, E.; Blasczyk, R.; Wittig, B.; Neubauer, A. Simple and
Sensitive Detection of Mutations in the Ras Proto-Oncogenes Using PNA-
Mediated PCR Clamping. Nucleic Acids Res. 1996, 24, 983—-984.

Ray, A.; Norde, B. Peptide Nucleic Acid ( PNA ): Its Medical and Biotechnical
Applications and Promise for the Future. FASEB J. 2000, 14, 1041-1060.

Soler, M.; Desplat-Jego, S.; Vacher, B.; Ponsonnet, L.; Fraterno, M.; Bongrand, P.;
Martin, J.-M.; Foa, C. Adhesion-Related Glycocalyx Study: Quantitative Approach
with Imaging-Spectrum in the Energy Filtering Transmission Electron Microscope
(EFTEM). FEBS Lett. 1998, 429, 89-94.

Dwek, R. A. Glycobiology: Toward Understanding the Function of Sugars. Chem.
Rev. 1996, 96, 683-720.

Varki, A. Biological Roles of Oligosaccharides: All of the Theories Are Correct.
Glycobiology 1993, 3, 97-130.

Kogelberg, H.; Solis, D.; Jiménez-Barbero, J. New Structural Insights into
Carbohydrate-Protein Interactions from NMR Spectroscopy. Curr. Opin. Struct.
Biol. 2003, 13, 646—653.

Nangia-Makker, P.; Conklin, J.; Hogan, V.; Raz, A. Carbohydrate-Binding Proteins
in Cancer, and Their Ligands as Therapeutic Agents. Trends Mol. Med. 2002, 8,
187-192.

Moros, M. Sintesis de Gliconanoparticulas Magnéticas Ara Aplicaciones
Biomédicas; 2013.

32



(89)

(90)

(91)

(92)

(93)

(94)

(95)

(96)

(97)

(98)

(99)

(100)

Introduccion

de la Fuente, J. M.; Barrientos, A. G.; Rojas, T. C.; Rojo, J.; Cafiada, J.; Fernandez,
A.; Penadés, S. Gold Glyconanoparticles as Water-Soluble Polyvalent Models To
Study Carbohydrate Interactions. Angew. Chemie Int. Ed. 2001, 40, 2257-2261.

De La Fuente, J. M.; Penadés, S. Understanding Carbohydrate-Carbohydrate
Interactions by Means of Glyconanotechnology. Glycoconj. J. 2004, 21, 149-163.

De La Fuente, J. M.; Penadés, S. Glyco-Quantum Dots: A New Luminescent
System with Multivalent Carbohydrate Display. Tetrahedron Asymmetry 2005,
16, 387-391.

De La Fuente, J. M.; Alcantara, D.; Penadés, S. Cell Response to Magnetic
Glyconanoparticles: Does the Carbohydrate Matter? IEEE Trans. Nanobioscience
2007, 6, 275-281.

Moros, M.; Pelaz, B.; Lépez-Larrubia, P.; Garcia-Martin, M. L.; Grazu, V.; de la
Fuente, J. M. Engineering Biofunctional Magnetic Nanoparticles for
Biotechnological Applications. Nanoscale 2010, 2, 1746-1755.

de la Fuente, J. M.; Penadés, S. Glyconanoparticles: Types, Synthesis and
Applications in Glycoscience, Biomedicine and Material Science. Biochim.
Biophys. Acta - Gen. Subj. 2006, 1760, 636—651.

Ardeshirpour, Y.; Chernomordik, V.; Hassan, M.; Zielinski, R.; Capala, J.;
Gandjbakhche, A. In Vivo Fluorescence Lifetime Imaging for Monitoring the
Efficacy of the Cancer Treatment. Clin. Cancer Res. 2014, 20, 3531-3539.

Tavaré, R.; Sagoo, P.; Varama, G.; Tanriver, Y.; Warely, A.; Diebold, S. S;
Southworth, R.; Schaeffter, T.; Lechler, R. |.; Razavi, R.; et al. Monitoring of in
Vivo Function of Superparamagnetic Iron Oxide Labelled Murine Dendritic Cells
during Anti-Tumour Vaccination. PLoS One 2011, 6, €19662.

Schlachter, E. K.; Widmer, H. R.; Bregy, A.; Lonnfors-Weitzel, T.; Vajtai, |.;
Corazza, N.; Bernau, V. J. P.; Weitzel, T.; Mordasini, P.; Slotboom, J.; et al.
Metabolic Pathway and Distribution of Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles: In Vivo Study. Int. J. Nanomedicine 2011, 6, 1793—-1800.

Barrefelt, A.; Saghafian, M.; Kuiper, R.; Ye, F.; Egri, G.; Klickermann, M.; Brismar,
T. B.; Aspelin, P.; Muhammed, M.; Dahne, L.; et al. Biodistribution, Kinetics, and
Biological Fate of SPION Microbubbles in the Rat. Int. J. Nanomedicine 2013, 8,
3241-3254.

Thorn, Caroline; Oshiro, Connie; Marsh, Sharon; Hernandez-Boussard, Tina;
MclLeod, Howard; Klein, Teri; Altman, R. Doxorubicin
Pathways:pharmacodynamics and Adverse Effects. Pharmacogenet Genomics
2012, 21, 440-446.

Kawasaki, E. S.; Player, A. Nanotechnology, Nanomedicine, and the
Development of New, Effective Therapies for Cancer. Nanomedicine
Nanotechnology, Biol. Med. 2005, 1, 101-109.

33



Capitulo 1

(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

(107)

(108)

(109)

(110)

(111)

(112)

Hao, H.; Ma, Q.; He, F.; Yao, P. Doxorubicin and Fe304 Loaded Albumin
Nanoparticles with Folic Acid Modified Dextran Surface for Tumor Diagnosis and
Therapy. J. Mater. Chem. B 2014, 2, 7978-7987.

Di Martino, A.; Sedlarik, V. Amphiphilic Chitosan-Grafted-Functionalized
Polylactic Acid Based Nanoparticles as a Delivery System for Doxorubicin and
Temozolomide Co-Therapy. Int. J. Pharm. 2014, 474, 134-145.

Dilnawaz, F.; Sahoo, S. K. Enhanced Accumulation of Curcumin and
Temozolomide Loaded Magnetic Nanoparticles Executes Profound Cytotoxic
Effect in Glioblastoma Spheroid Model. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2013, 85, 452—
462.

Chen, J.; Shi, M.; Liu, P.; Ko, A.; Zhong, W.; Liao, W. J.; Xing, M. M. Q. Reducible
Polyamidoamine-Magnetic Iron Oxide Self-Assembled Nanoparticles for
Doxorubicin Delivery. Biomaterials 2014, 35, 1240-1248.

Schleich, N.; Po, C.; Jacobs, D.; Ucakar, B.; Gallez, B.; Danhier, F.; Préat, V.
Comparison of Active, Passive and Magnetic Targeting to Tumors of
Multifunctional paclitaxel/SPIO-Loaded Nanoparticles for Tumor Imaging and
Therapy. J. Control. Release 2014, 194, 82-91.

Hajikarimi, Z.; Khoei, S.; Khoee, S.; Mahdavi, S. R. Evaluation of the Cytotoxic
Effects of PLGA Coated Iron Oxide Nanoparticles as a Carrier of 5- Fluorouracil
and Mega-Voltage X-Ray Radiation in DU145 Prostate Cancer Cell Line. IEEE
Trans Nanobioscience 2014, 13, 403—-408.

Khoei, S.; Azarian, M.; Khoee, S.; Mahdavian, A. R. Evaluation of the Cytotoxic
Effect of PLGA Coated Iron Oxide Nanoparticles as 5- Fluorouracil Carrier on DU
145 Human Prostate Carcinoma Cell Line. Int. Conf. Enabling Sci. Nanotechnol.
2012, 1-2.

Christophi, C.; Winkworth, A.; Muralihdaran, V.; Evans, P. The Treatment of
Malignancy by Hyperthermia. Surgical Oncology, 1998, 7, 83—90.

Steeves, R. A. Hyperthermia in Cancer Therapy: Where Are We Today and
Where Are We Going? Bull. N.Y. Acad. Med. 1992, 68, 341-351.

Beik, J.; Abed, Z.; Ghoreishi, F. S.; Hosseini-Nami, S.; Mehrzadi, S.; Shakeri-Zadeh,
A.; Kamrava, S. K. Nanotechnology in Hyperthermia Cancer Therapy: From
Fundamental Principles to Advanced Applications. J. Control. Release 2016, 235,
205-221.

Moroz, P.; Jones, S. K.; Gray, B. N. Magnetically Mediated Hyperthermia: Current
Status and Future Directions. Int. J. Hyperth. 2002, 18, 267-284.

Kolosnjaj-Tabi, J.; Di Corato, R.; Lartigue, L.; Marangon, |.; Guardia, P.; Silva, A. K.
A.; Luciani, N.; Clément, O.; Flaud, P.; Singh, J. V.; et al. Heat-Generating Iron
Oxide Nanocubes: Subtle ‘destructurators’ of the Tumoral Microenvironment.
ACS Nano 2014, 8, 4268—4283.

34



(113)

(114)

(115)

(116)

(117)

(118)

(119)

(120)

(121)

(122)

(123)

(124)

(125)

Introduccion

Kingsley, J. D.; Dou, H.; Morehead, J.; Rabinow, B.; Gendelman, H. E.; Destache,
C. J. Nanotechnology: A Focus on Nanoparticles as a Drug Delivery System. J.
Neuroimmune Pharmacol. 2006, 1, 340-350.

Maeda, H.; Nakamura, H.; Fang, J. The EPR Effect for Macromolecular Drug
Delivery to Solid Tumors: Improvement of Tumor Uptake, Lowering of Systemic
Toxicity, and Distinct Tumor Imaging in Vivo. Adv. Drug Deliv. Rev. 2013, 65, 71—
79.

Matsumura, Y.; Maeda, H. A New Concept for Macromolecular Therapies in
Cancer Chemotherapy: Mechanism of Tumouritropic Accumulation of Proteins
and the Antitumour Agent SMANCS. Cancer Res. 1986, 6, 6387-6392.

Peer, D.; Karp, J. M.; Hong, S.; Farokhzad, O. C.; Margalit, R.; Langer, R.
Nanocarriers as an Emerging Platform for Cancer Therapy. Nat. Nanotechnol.
2007, 2, 751.

Wang, A. Z.; Langer, R.; Farokhzad, O. C. Nanoparticle Delivery of Cancer Drugs.
Annu. Rev. Med. 2012, 63, 185-198.

Bae, Y. H.; Park, K. Targeted Drug Delivery to Tumors: Myths, Reality and
Possibility. J. Control. Release 2011, 153, 198—205.

Polakova, K.; Polakova, K.; Pizova, K.; Binder, S.; Havrdova, M.; Kolarova, M.;
Kriegova, E.; Zapletalova, J.; Malina, L.; Horakova, J.; et al. In Vitro Cytotoxicity
Analysis of Doxorubicin-Loaded/superparamagnetic Iron Oxide Colloidal
Nanoassemblies on MCF7 and NIH3T3 Cell Lines. Int. J. Nanomedicine 2015, 10,
949-961.

Reddy, L. H.; Arias, J. L.; Nicolas, J.; Couvreur, P. Magnetic Nanoparticles: Design
and Characterization, Toxicity and Biocompatibility, Pharmaceutical and
Biomedical Applications. Chem. Rev. 2012, 112, 5818-5878.

Vaupel, P.; Rallino3, F.; Okunieff, P. Blood Flow , Oxygen and Nutrient Supply ,
and Metabolic Microenvironment Human Tumors : A Review. Cancer Res 1989,
49, 6449-6465.

Webb, B. A.; Chimenti, M.; Jacobson, M. P.; Barber, D. L. Dysregulated pH: A
Perfect Storm for Cancer Progression. Nat. Rev. Cancer 2011, 11, 671.

Environment, R.; The, O. F.; As, C.; Through, V. Redox Environment of the Cell as
Viewed through the Redox State of the Glutathione Disulfide/glutathione
Couple. Free Radic. Biol. Med. 2001, 30, 1191-1212.

Estrela, J. M.; Ortega, A.; Obrador, E. Glutathione in Cancer Biology and Therapy.
Crit. Rev. Clin. Lab. Sci. 2006, 43, 143-181.

Balendiran, G. K.; Dabur, R.; Fraser, D. The Role of Glutathione in Cancer. Cell
Biochem. Funct. 2004, 22, 343-352.

35



Capitulo 1

(126)

(127)

(128)

(129)

(130)

(131)

(132)

(133)

(134)

(135)

(136)

(137)

Nelson, A. R.; Fingleton, B.; Rothenberg, M. L. Matrix Metalloproteinases:
Biologic Activity and Clinical Implications. J Clin Oncol 2000, 18, 1135-1149.

Kang, T.; Li, F.; Baik, S.; Shao, W.; Ling, D.; Hyeon, T. Surface Design of Magnetic
Nanoparticles for Stimuli-Responsive Cancer Imaging and Therapy. Biomaterials
2017, 136, 98-114.

Swartz, M. A.; lida, N.; Roberts, E. W.; Sangaletti, S.; Wong, M. H.; Yull, F. E,;
Coussens, L. M.; DeClerck, Y. A. Tumor Microenvironment Complexity: Emerging
Roles in Cancer Therapy. Cancer Res. 2012, 72, 2473-2480.

Mura, S.; Nicolas, J.; Couvreur, P. Stimuli-Responsive Nanocarriers for Drug
Delivery. Nat. Mater. 2013, 12, 991-1003.

Hoffman, A. S. Stimuli-Responsive Polymers: Biomedical Applications and
Challenges for Clinical Translation. Adv. Drug Deliv. Rev. 2013, 65, 10-16.

Wang, Z. H.; Tian, Y. F.; Zhang, H.; Qin, Y. M,; Li, D.; Gan, L.; Wu, F. H. Using
Hyaluronic Acid-Functionalized pH Stimuli-Responsive Mesoporous Silica
Nanoparticles for Targeted Delivery to CD44-Overexpressing Cancer Cells. Int. J.
Nanomedicine 2016, 11, 6485—-6497.

Dias, J. T.; Moros, M.; Del Pino, P.; Rivera, S.; Grazu, V.; De La Fuente, J. M. DNA
as a Molecular Local Thermal Probe for the Analysis of Magnetic Hyperthermia.
Angew. Chemie - Int. Ed. 2013, 52, 11526-11529.

Riedinger, A.; Guardia, P.; Curcio, A.; Garcia, M. A.; Cingolani, R.; Manna, L.;
Pellegrino, T. Subnanometer Local Temperature Probing and Remotely
Controlled Drug Release Based on Azo-Functionalized Iron Oxide Nanoparticles.
Nano Lett. 2013, 13, 2399-2406.

Pifieiro, Y.; Vargas, Z.; Rivas, J.; Lépez-Quintela, M. A. Iron Oxide Based
Nanoparticles for Magnetic Hyperthermia Strategies in Biological Applications.
Eur. J. Inorg. Chem. 2015, 2015, 4495-4509.

Campbell, R. B. Battling Tumors with Magnetic Nanotherapeutics and
Hyperthermia: Turning up the Heat. Nanomedicine 2007, 2, 649-652.

Gupta, A. K.; Naregalkar, R. R.; Vaidya, V. D.; Gupta, M. Recent Advances on
Surface Engineering of Magnetic Iron Oxide Nanoparticles and Their Biomedical
Applications. Nanomedicine 2007, 2, 23-39.

Gref, R.; Luck, M.; Quellec, P.; Marchand, M.; Dellacherie, E.; Harnisch, S.; Blunk,
T.; Miller, R. H. ‘Stealth’ Corona-Core Nanoparticles Surface Modified by
Polyethylene Glycol (PEG): Influences of the Corona (PEG Chain Length and
Surface Density) and of the Core Composition on Phagocytic Uptake and Plasma
Protein Adsorption. Colloids Surfaces B Biointerfaces 2000, 18, 301-313.

36



(138)

(139)

(140)

(141)

(142)

(143)

(144)

(145)

(146)

(147)

(148)

(149)

Introduccion

Stepien, G.; Moros, M.; Perez-Hernandez, M.; Monge, M.; Gutiérrez, L.; Fratila,
R. M. M.; Las Heras, M.; Menao Guillen, S.; Puente Lanzarote, J. J.; Solans, C.; et
al. Effect of Surface Chemistry and Associated Protein Corona on the Long-Term
Biodegradation of Iron Oxide Nanoparticles in Vivo. ACS Appl. Mater. Interfaces
2018, acsami.7b18648.

Dror, Y.; Sorkin, R.; Brand, G.; Boubriak, O.; Urban, J.; Klein, J. The Effect of the
Serum Corona on Interactions between a Single Nano-Object and a Living Cell.
Sci. Rep. 2017, 7, 1-11.

Hildebrandt, B.; Wust, P.; Ahlers, O.; Dieing, A.; Sreenivasa, G.; Kerner, T.; Felix,
R.; Riess, H. The Cellular and Molecular Basis of Hyperthermia. Crit. Rev. Oncol.
Hematol. 2002, 43, 33-56.

Huff, T. B.; Tong, L.; Zhao, Y.; Hansen, M. N.; Cheng, J. X.; Wei, A. Hyperthermic
Effects of Gold Nanorods on Tumor Cells. Nanomedicine 2007, 2, 125-132.

Minelli, C.; Lowe, S. B.; Stevens, M. M. Engineering Nanocomposite Materials for
Cancer Therapy. Small, 2010, 6, 2336—-2357.

Fang, L.; Hu, Z.; Bonnet, P.; Mckittrick, J. W.; Lorentz, J.; Baylor, D. W.; Domen,
D. R. Improved Heat Exchanger, 2004.

Faraji, M.; Yamini, Y., Rezaee, M. Magnetic Nanoparticles: Synthesis,
Stabilization, Functionalization, Characterization, and Applications. J. Iran. Chem.
Soc. 2010, 7, 1-37.

Whitesides, G. M. The ‘Right’ Size in Nanobiotechnology. Nat. Biotechnol. 2003,
21,1161-1165.

Brigger, |.; Dubernet, C.; Couvreur, P. Nanoparticles in Cancer Therapy and
Diagnosis. Adv. Drug Deliv. Rev. 2002, 54, 631-651.

Babincova, M.; Altanerova, V.; Altaner, C.; Bergemann, C.; Babinec, P. In Vitro
Analysis of Cisplatin Functionalized Magnetic Nanoparticles in Combined Cancer
Chemotherapy and Electromagnetic Hyperthermia. IEEE Trans. Nanobioscience
2008, 7, 15-19.

Ang, K. L.; Venkatraman, S.; Ramanujan, R. V. Magnetic PNIPA Hydrogels for
Hyperthermia Applications in Cancer Therapy. Mater. Sci. Eng. C 2007, 27, 347—-
351.

Lehmann, J.; Natarajan, A.; DeNardo, G. L.; Ivkov, R.; Foreman, A. R.; Catapano,
C.; Mirick, G.; Quang, T.; Gruettner, C.; DeNardo, S. J. Short Communication:
Nanoparticle Thermotherapy and External Beam Radiation Therapy for Human
Prostate Cancer Cells. Cancer Biother. Radiopharm. 2008, 23, 265-271.

37



Capitulo 1

(150)

(151)

(152)

(153)

(154)

(155)

(156)

(157)

(158)

(159)

Kong, G.; Braun, R. D.; Dewhirst, M. W. Hyperthermia Enables Tumor-Specific
Nanoparticle Delivery: Effect of Particle Size Hyperthermia Enables Tumor-
Specific Nanoparticle Delivery : Effect of Particle Size 1. Cancer Res. 2000, 60,
4440-4445.

Needham, D.; Anyarambhatla, G.; Kong, G. A New Temperature-Sensitive
Liposome for Use with Mild Hyperthermia : Characterization and Testing in a
Human Tumor Xenograft Model. Cancer Res. 2000, 60, 1197-1201.

Tashjian, J. A.; Dewhirst, M. W.; Needham, D.; Viglianti, B. L. Rationale for and
Measurement of Liposomal Drug Delivery with Hyperthermia Using Non-
Invasive Imaging Techniques. Int. J. Hyperth. 2008, 24, 79-90.

Horsman, M. R.; Overgaard, J. Hot Topic: Can Mild Hyperthermia Improve
Tumour Oxygenation? Int. J. Hyperth. 1997, 13, 141-147.

Rastogi, R.; Gulati, N.; Kotnala, R. K.; Sharma, U.; Jayasundar, R.; Koul, V.
Evaluation of Folate Conjugated Pegylated Thermosensitive Magnetic
Nanocomposites for Tumor Imaging and Therapy. Colloids Surfaces B
Biointerfaces 2011, 82, 160-167.

Ito, A.; Kuga, Y.; Honda, H.; Kikkawa, H.; Horiuchi, A.; Watanabe, Y.; Kobayashi,
T. Magnetite Nanoparticle-Loaded Anti-HER2 Immunoliposomes for
Combination of Antibody Therapy with Hyperthermia. Cancer Lett. 2004, 212,
167-175.

Johannsen, M.; Gneveckow, U.; Eckelt, L.; Feussner, A.; WaldOFner, N.; Scholz,
R.; Deger, S.; Wust, P.; Loening, S. A.; Jordan, A. Clinical Hyperthermia of
Prostate Cancer Using Magnetic Nanoparticles: Presentation of a New
Interstitial Technique. Int. J. Hyperth. 2005, 21, 637-647.

Johannsen, M.; Gneveckow, U.; Taymoorian, K.; Thiesen, B.; Waldéfner, N.;
Scholz, R.; Jung, K.; Jordan, A.; Wust, P.; Loening, S. A. Morbidity and Quality of
Life during Thermotherapy Using Magnetic Nanoparticles in Locally Recurrent
Prostate Cancer: Results of a Prospective Phase | Trial. Int. J. Hyperth. 2007, 23,
315-323.

Johannsen, M.; Gneveckow, U.; Thiesen, B.; Taymoorian, K.; Cho, C. H.;
Waldofner, N.; Scholz, R.; Jordan, A.; Loening, S. A.; Wust, P. Thermotherapy of
Prostate Cancer Using Magnetic Nanoparticles: Feasibility, Imaging, and Three-
Dimensional Temperature Distribution. Eur. Urol. 2007, 52, 1653-1662.

Maier-Hauff, K.; Rothe, R.; Scholz, R.; Gneveckow, U.; Wust, P.; Thiesen, B.;
Feussner, A.; Deimling, A.; Waldoefner, N.; Felix, R.; et al. Intracranial
Thermotherapy Using Magnetic Nanoparticles Combined with External Beam
Radiotherapy: Results of a Feasibility Study on Patients with Glioblastoma
Multiforme. J. Neurooncol. 2007, 81, 53—-60.

38



(160)

(161)

(162)

(163)

(164)

(165)

(166)

(167)

(168)

(169)

(170)

(171)

(172)

(173)

Introduccion

Miiller, S. Magnetic Fluid Hyperthermia Therapy for Malignant Brain Tumors-an
Ethical Discussion. Nanomedicine Nanotechnology, Biol. Med. 2009, 5, 387-393.

Garnett, M. C.; Kallinteri, P. Nanomedicines and Nanotoxicology: Some
Physiological Principles. Occup. Med. (Chic. Ill). 2006, 56, 307-311.

Nel, A. Toxic Potential of Materials at the Nanolevel. Science (80-. ). 2006, 311,
622-627.

Singh, N.; Jenkins, G. J. S.; Asadi, R.; Doak, S. H. Potential Toxicity of
Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPION). Nano Rev. 2010, 1, 5358.

Mahmoudi, M.; Hofmann, H.; Rothen-Rutishauser, B.; Petri-Fink, A. Assessing
the in Vitro and in Vivo Toxicity of Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles.
Chem. Rev., 2012, 112, 2323-2338.

Lewinski, N.; Colvin, V.; Drezek, R. Cytotoxicity of Nanopartides. Small 2008, 4,
26-49.

Fischer, H. C.; Chan, W. C. Nanotoxicity: The Growing Need for in Vivo Study.
Curr. Opin. Biotechnol. 2007, 18, 565-571.

Riggio, C.; Calatayud, M. P.; Hoskins, C.; Pinkernelle, J.; Sanz, B.; Torres, T. E.;
Ibarra, M. R.; Wang, L.; Keilhoff, G.; Goya, G. F.; et al. Poly-L-Lysine-Coated
Magnetic Nanoparticles as Intracellular Actuators for Neural Guidance. Int. J.
Nanomedicine 2012, 7, 3155—-3166.

Gupta, A. K.; Gupta, M. Synthesis and Surface Engineering of Iron Oxide
Nanoparticles for Biomedical Applications. Biomaterials, 2005, 26, 3995—-4021.

Cheng, F. Y.; Su, C. H.; Yang, Y. S.; Yeh, C. S,; Tsai, C. Y.; Wu, C. L.; Wu, M. T,;
Shieh, D. Bin. Characterization of Aqueous Dispersions of Fe304 Nanoparticles
and Their Biomedical Applications. Biomaterials 2005, 26, 729-738.

Petri-Fink, A.; Chastellain, M.; Juillerat-Jeanneret, L.; Ferrari, A.; Hofmann, H.
Development of Functionalized Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles for
Interaction with Human Cancer Cells. Biomaterials 2005, 26, 2685—-2694.

Juillerat-Jeanneret, L.; Cengelli, F.; Maysinger, D.; Tschuddi-Monnet, F,;
Hofmann, H. Interaction of Functionalized Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles with the Brain. Eur. Cells Mater. 2005, 10, 108-116.

Moros, M.; Hernaez, B.; Garet, E.; Dias, J. T.; Saez, B.; Grazu, V.; Gonzalez-
Fernandez, A.; Alonso, C.; de La Fuente, J. M. Monosaccharides versus PEG-
Functionalized NPs: In Fluence in the Cellular Uptake. ACS Nano 2012, 1565—
1577.

Karlsson, H. L.; Gustafsson, J.; Cronholm, P.; Modller, L. Size-Dependent Toxicity
of Metal Oxide Particles-A Comparison between Nano- and Micrometer Size.
Toxicol. Lett. 2009, 188, 112-118.

39



Capitulo 1

(174) Angelakeris, M. Magnetic Nanoparticles: A Multifunctional Vehicle for Modern
Theranostics. Biochim. Biophys. Acta 2017, 1861, 1642-1651.

40



Capitulo 2

Sintesis de NPs magnéticas estables
en medio acuoso

2.1. INTRODUCCION

A lo largo de las ultimas décadas, se han desarrollado muchos trabajos relacionados
con la sintesis de nanoparticulas magnéticas debido a la diversidad de aplicaciones,
como se ha mencionado en el capitulo 1. En la actualidad, una de las aplicaciones mas
importantes objeto de estudio es el uso de NPs magnéticas (MNPs) como sistema
portador para la liberacién controlada de farmacos.

La eleccidn del método de sintesis y la técnica empleada van a estar condicionadas
por las caracteristicas de las MNPs que se quieran obtener, como por ejemplo su
tamafio, morfologia y distribucién de tamafos. Estas caracteristicas son responsables
de las propiedades magnéticas que tengan dichas NPs.

2.1.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de dxido de hierro
(FexO,)

La estabilidad en medio acuoso es otro de los principales factores a tener en cuenta
a la hora de disefiar MNPs para aplicaciones biomédicas, ya que se debe evitar su
desestabilizacion y la formacién de agregados en contacto con los fluidos bioldgicos.
Estos fluidos estdan compuestos por sales y proteinas plasmaticas, las sales
desestabilizan a las MNPs por el aporte de carga extra y las proteinas plasmaticas se
adsorben inespecificamente a la superficie de las MNPs formando agregados que
pueden llevar a la obstruccién de pequeiios capilares, asi como a la rapida eliminacion
de las MNPs por los macréfagos.!
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Capitulo 2

En la bibliografia existen diversas formas de clasificar las técnicas de sintesis de
nanoparticulas, dependiendo de los materiales de partida, la fase de reaccién, asi
como el tipo de procedimiento de transformacién del material de partida.

i)  Una primera clasificacion hace referencia al tamaiio del producto de partida, y
se divide en dos grandes grupos: los denominados “top-down” (de arriba abajo)
donde se parte de materiales macroscépicos y mediante métodos fisicos se va
reduciendo el tamano hasta alcanzar el deseado; y los “bottom-up” (de abajo
arriba), partiendo de subunidades pequefias mediante métodos quimicos se
produce un crecimiento hasta la obtencién del producto final con un tamafio

superior.?

ii) La segunda clasificacion tiene en cuenta el tipo de fase en que se produce la
sintesis: 1) método de molienda® (molienda humeda y seca, molienda reactiva,
entre otras); 2) métodos en fase gas* (deposicion quimica en fase vapor, deposicion
por ablacién laser, técnicas de pulverizacion); 3) sintesis en fase liquida® (sintesis
hidrotérmica, proceso sol-gel, hidrdlisis, microemulsidn, etc.).

iii) Finalmente, y la forma mds habitual, es la clasificacién que se realiza mediante
la naturaleza del procedimiento. Hay tres grupos principales: métodos bioldgicos,
fisicos y quimicos. En la Figura 1 se muestra un resumen de la diversidad de técnicas

en cada uno de ellos.

Métodos Bioldgicos (2%) Métodos Fisicos (8%) Métodos Quimicos (90%)
: Mediada por Aerosol - Microemulsién  Hidrotérmico
Mediada por Mediad Deposicion
bacterias 21% ediada 37% o
hongos \ acterias por plantas fase gas 20% 26% Descomposicién

electroquimica

11% 19%

2%

Molino

P 3 Sonoquimica
debolas  pirglisis Litografia

14%

Mediada por 12% inducida Ablacién por haz de L, Descomposicion
proteinas por léser laser pulsado  electrones Coprem;zltacmn térmica
66% 15% 3% 28% 9%

14%
Figura 1. Comparacion de las diferentes técnicas de sintesis de MNPs mediante tres métodos
diferentes. Adaptado de Ali et al.°

e Métodos bioldgicos: se ha descrito la biosintesis de nanoparticulas promovida

por bacterias, hongos, levaduras, virus donde la reaccion principal que ocurre es
una reduccién de sales metalicas/oxidacion de sistemas microbioldgicos.” Estas
reacciones tienen como ventaja su quimica verde y la obtencién de nanoparticulas
estables; como desventaja hay que sefialar que son procesos con una velocidad de
reaccion baja y que la forma de controlar el tamafio, forma y monodispersidad de
las MNPs es muy complicada.
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Sintesis de MNPs estables en agua

e Métodos fisicos: la pirdlisis por pulverizacion y por laser son las principales

técnicas de aerosol®® para la formacién de MNPs. En la primera de ellas, las MNPs
se obtienen por evaporacién de sales de hierro, secado y reaccidn de pirdlisis de las
gotas liquidas a altas temperaturas a presién atmosférica.’® La relacion vy
distribucién de tamafios de las MNPs obtenidas mediante este método se ve
influenciada por el tamafio de las gotas liquidas, la evaporacion del disolvente vy el
material de partida. La obtencién de MNPs por pirdlisis laser se lleva a cabo
mediante el calentamiento de una mezcla gaseosa de un precursor de hierro y una
mezcla fluida de gases, formdandose MNPs de tamafio controlado, morfologia
definida y distribucidn estrecha de tamafios, sin formar agregados.'! Estos métodos
producen MNPs de alta calidad, pero el rendimiento porcentual que se obtiene es
bajo. El inconveniente del uso de estas metodologias estd asociado al gasto que
conlleva el equipamiento utilizado.*?

e Meétodos quimicos: son métodos simples y eficientes en los que se puede

alcanzar un alto control de tamafio, composicion y forma.® Suponen el 90 % de las
técnicas de sintesis, siendo las mas empleadas la sintesis por co-precipitacién de
sales de hierro, formacion de microemulsiones, sintesis hidrotérmica vy
descomposicion térmica. Las principales ventajas y desventajas de cada una de
estas técnicas estan recogidas en la tabla 1. El método de co-precipitacion el mas
sencillo, la descomposicidn térmica es el mejor método para controlar el tamafio y
morfologia de MNPs con un tamafio inferior a 20 nm, mientras que para MNPs de
mayor tamafo el método hidrotérmico es el mas adecuado. Los otros métodos
también son utilizados, pero tienen una mayor dificultad en el control de tamano,
forma, composicién y distribucidn de tamafio.

METODO DE SINTESIS | MORFOLOGIA VENTAIAS DESVENTAIJAS
e . Control de forma no es
Coprecipitacion Esferas Simple y eficaz
bueno

Elevada presion y
temperatura de
reaccion

Esferas iregulares y [Formas y tamafios son

Hidrotérmico ..
numerosas formas |facilmente controlables

Reaccion limpia ,estable,
Microemulsién Esferas distribucion de tamafios |Rendimiento bajo
relativamente estrechos

Esferas, cubos, Distribucion de tamarnios .. .
e .. Reacciom compleja y
Descomposicion térmica |octahedros estrecha y alta .
o en atmosfera inerte
regulares cristalinidad
.. Bipiramides, esferas | Distribucion de tamafios , .
Sonoquimico Mecanismo complejo
y rods estrecha
Descomposiciéon Esferas, rods, Tamafio de particula .
o Irreproducibles
electroquimica hexagonales controlado

Tabla 1. Resumen de las ventajas y desventajas de diferentes técnicas de sintesis de MNPs.
Adaptado de Ali et al®
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2.1.1.1. Método de co-precipitacion

Este método es el mas convencional, sencillo y utilizado para obtener MNPs de
oxido de hierro (magnetita o maghemita) en disolucién acuosa. El método consiste en
hacer reaccionar una mezcla estequiometrica de sales de Fe?* y Fe** en medio acuoso
mediante la adicion de una base como se muestra en la ecuacion 1.

Fe®* +2Fe®" +80H —>Fe;0, + 4H,0 (1)

La reaccidn se realiza a temperatura ambiente y en atmdsfera inerte para evitar la
oxidacion de magnetita a maghemita. De acuerdo con la termodindmica la
precipitacion completa de Fe304 se forma a un pH entre 8 y 14. El proceso de
nucleacién ocurre con mas facilidad a un pH inferior a 11, a diferencia del proceso de
crecimiento para el cual un pH superior a 11 es mas favorable.

Las ventajas de obtener MNPs a través de este método son la simplicidad de la
sintesis y la produccién a gran escala.™® Como desventajas, hay que sefialar que el
tamafio, forma y composicion de las MNPs dependen de varios parametros como son:
el tipo de sales de hierro, la proporcidon estequiometrica de Fe®'/Fe® utilizada, los
valores de pH y fuerzas idnicas de la solucion.’® Estos pardmetros limitan el
crecimiento de las MNPs de una manera controlada, afectando las propiedades fisicas
y disminuyendo su cristalinidad y los valores de magnetizacidn de saturacién.

2.1.1.2. Método hidrotérmico

La sintesis de MNPs de 6xido de hierro mediante este método se realiza en medio
acuoso en reactores o autoclaves a una presién de vapor elevada (puede variar entre
0.3 — 4 MPa) y temperaturas altas (entre 130 — 250 °C). Existen dos rutas principales
para la formacidon de MNPs: i) hidrdlisis y oxidacion vy ii) neutralizacién de hidréxidos
metalicos mixtos.'” Estas técnicas permiten controlar la geometria de las MNPs sin
antes haber optimizado diferentes parametros como son: temperatura,
estequiometria de los reactivos, naturaleza del disolvente, tiempos de reaccidn,
concentracién de reactivos, precursores.'® El proceso de nucleacién puede ser mas
rapido que el de crecimiento a temperaturas altas, obteniendo MNPs de tamafio mas
pequefiio, a diferencia que si se prolonga el tiempo de reaccidn se favorece el proceso
de crecimiento obteniendo MNPs de mayor tamafo. Las principales ventajas de este
método son la alta cristalinidad de las MNPs formadas, asi como la estrecha
distribucién de tamafios y el control de forma y tamafio. El mayor inconveniente de
esta técnica es el tiempo extenso de reaccién, ocasionado unos rendimientos

bajos.lg'20
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2.1.1.3. Método de descomposicion térmica

En la década de los 90 se empezd a desarrollar este método para la sintesis de
nanoparticulas semiconductoras de muy alta cristalinidad,?* utilizando precursores
organicos mezclados con surfactantes y con disolventes de altos puntos de ebullicion.

Las dos estrategias principales que se emplean en la sintesis por descomposicién
térmica son: i) la inyeccién del precursor en caliente en la mezcla de los reactivos v ii)
el calentamiento de la mezcla de todos los componentes de la reaccién al mismo
tiempo de manera controlada.

En 1999, Alivisatos fue uno de los primeros en sintetizar particulas de maghemita
(y-Fe,03) de 7 nm de didmetro inyectando cuprato de Fe en trioctilamina.?
Posteriormente en 2001, el grupo de Hyeon sintetizd6 MNPs de maghemita en dos
pasos? a partir del precursor pentacarbonilo de hierro Fe(CO)s. En el primer paso se
inyectaba en caliente (100 °C) el precursor a una disoluciéon de acido oleico en octil
éter y en el segundo paso se producia una oxidacién de las particulas de hierro
formadas con éxido de trimetilamina (CH3)sNO de 13 nm de didmetro, dependiendo de
la relacién (Fe: surfactante). Esta técnica de inyeccién en caliente provoca una gran
saturacion en el medio de reaccién dando lugar a un proceso de nucleacién
instantaneo,** y una separaciéon de los procesos de nucleacién y crecimiento debido a
la bajada de temperatura al inyectar el precursor, lo cual permite la obtencién de
nanoparticulas de tamafio uniforme. El inconveniente de esta técnica es que requiere
un montaje especial debido a la inyeccién en caliente de precursores volatiles
altamente toxicos.

Debido a las dificultades de este tipo de sintesis, en 2002 el grupo de sun®
desarrollé la sintesis de nanoparticulas de FesO4 en una sola etapa que consistia en
mezclar todos los reactivos a temperatura ambiente y realizar un calentamiento
controlado, utilizando acetilacetonato de hierro (lll) Fe(acac)s como precursor, acido
oleico y oleilamina como surfactantes y fenil éter como disolvente. El tamafio de las
MNPs obtenidas mediante este procedimiento fue de 4 nm; estas MNPs de tamafio
pequefiio se pueden utilizar como semillas para posteriores recrecimientos con el fin de
obtener MNPs con diametros hasta 20 nm.

Cambiando el precursor, se pueden obtener MNPs de mayor tamafio, tal y como
mostraron los trabajos de Covil utilizando un precursor inorganico, oxihidroxido de
hierro (FeO(OH))*®para sintetizar MNPs de tamafio superior a 20 nm y de Hyeon
utilizando oleato de hierro (Ill) (Fe(oleato)s) hasta tamafios de 50 nm.*’
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En los ultimos afos se han desarrollado numerosos estudios de sintesis de Fe;0,
por descomposicién térmica, para observar la influencia de los precursores utilizados,
surfactantes, disolventes, concentraciones de los reactivos, temperatura y tiempos de
reaccion en cuanto a la obtencidn de un determinado tamafo, morfologia,
cristalinidad, distribucién de tamanos y propiedades magnéticas. Shavel y Liz-Marzan
mostraron una vision general del efecto de diferentes precursores, surfactantes y el
disolvente empleado, en la forma y tamafio de las MNPs sintetizadas.”® El estudio
demuestra que el uso de surfactantes especificos da lugar a la formacién de MNPs de
morfologia clbica u octaédrica. En 2011 Demortiére y colaboradores demostraron que
era posible controlar el didametro de las MNPs variando el tipo de disolvente empleado
en la sintesis: dihexiléter (2.5 nm), hexadeceno (3.5 nm), dioctil éter (5 y 11 nm,
variando la relacion entre el surfactante y precursor), dibenciléter (9 nm) o eicosano
(14 nm).?® Un paso mas en el desarrollo de nuevos métodos de sintesis lo realizaron
Amara et al., obteniendo MNPs de morfologia esférica y cubica utilizando una mezcla
de ferroceno y polivinilpirrolidona (PVP), en ausencia de disolvente, mediante un
procedimiento sencillo en un solo paso de calentamiento de la mezcla de reaccién en
un horno a elevada temperatura y atmdsfera inerte.*

Segun el mecanismo propuesto por LaMer>! en la década de los 50, en la sintesis
por descomposicion térmica existen dos etapas clave: la nucleacién y el crecimiento de
las NPs (Figura 2). LaMer indicé que la separacion de los procesos de nucleaciéon y
crecimiento eran factores importantes para obtener MNPs monodispersas y de
tamafio uniforme. El proceso de nucleacién genera muchos nucleos al mismo tiempo,

gue seguidamente comienzan a crecer simultdneamente sin una nucleacién adicional.

A Il 1]

Formacion 'Nucleacic’)n: Crecimiento
del precursor,
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Concentracién de precursores
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- . s 7
Tiempo de reaccion

Figura 2. Modelo de LaMer diferenciando tres etapas, (I) formacion del precursor, (ll)
nucleacidn y (lll) crecimiento, C, es la concentracion de solubilidad y Ct es la concentracion
critica de sobresaturacion.
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El proceso de nucleacidn/crecimiento, comienza con la formacién de precursores
(1), cuya concentracidn va aumentando con el tiempo hasta alcanzar una concentracion
de sobresaturacion elevada (Cgit) para poder superar la barrera de energia necesaria
para que tenga lugar la nucleacion (Il). Esta segunda etapa hace que la concentracion
de precursores disminuya hasta que se detenga la formacién de nucleos a partir de los
precursores y estos difundan hacia la superficie del nucleo para comenzar el proceso
de crecimiento (lll). El crecimiento se puede dividir en dos etapas:32 i) la difusién tanto
de los precursores formados para el crecimiento de las MNPs como del solvente a la
superficie del nucleo y la adsorcién en la superficie de los nucleos vy ii) crecimiento de
la MNPs ocasionado por la incorporacién de los precursores. El proceso deseable que
controle la velocidad de crecimiento es la difusién ya que la distribucién de tamaiios al
formarse las MNPs se va estrechando conforme aumenta el radio de éstas.

En este capitulo se muestra la sintesis de MNPs de morfologia esférica y estrecha
distribucién de tamanos, por descomposicidon térmica del precursor Fe(acac)s en éter
bencilico. Las MNPs obtenidas son estables debido a la capa de surfactante que
recubre su nucleo inorgdnico, por lo que no forman agregados ocasionados por
impedimentos estéricos. Sin embargo, hay que sefialar que la desventaja que
presentan estas MNPs es su estabilidad en disolventes apolares debido a su caracter
hidréfobo. Por tanto, hay que realizar una transferencia a medio acuoso de las MNPs
de cara a futuras aplicaciones biomédicas.

2.1.2 Estabilizacion de MNPs de 6xido de hierro en medio acuoso

Hay numerosos métodos descritos en la bibliografia para estabilizar en medio
acuoso las MNPs de 6xido de hierro obtenidas en disolventes organicos, ya que la
obtenciéon de ferrofluidos coloidales magnéticos estables en medios biolégicos es
importante para aplicaciones biomédicas.

La estabilidad de una suspension coloidal magnética depende del equilibrio entre
las fuerzas de atraccidn y repulsién. Son cuatro los tipos de fuerzas que pueden
contribuir entre las particulas del sistema (Van der Waals, dipolo-dipolo, repulsiones
electrostdticas y estéricas). La estabilidad de las MNPs depende del control de las
repulsiones electrostaticas o estéricas o ambas,*® que se puede lograr mediante la
utilizacion de recubrimientos adecuados que no afecten a la biocompatibilidad,
estabilidad y propiedades magnéticas de las NPs.**

Existen dos formas de realizar el recubrimiento de las MNPs. La primera de ellas

consiste en utilizar un precursor in situ durante la sintesis, >>3°

procedimiento mas
complejo pero con una mejora de la estabilizacién y las propiedades magnéticas. Una

limitacion de este método es el tamafio reducido de las MNPs, debido a que el
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recubrimiento se produce seguido al proceso de nucleacién, lo que impide el
crecimiento de las MNPs. La otra forma de realizar el recubrimiento es posterior a la
sintesis de MNPs y se conoce como modificacidn post-sintesis,®’ su principal ventaja es
la variedad de agentes de recubrimiento que se pueden emplear.

2.1.2.1 Mecanismos de estabilizacion de MNPs

Se han descrito tres tipos de mecanismos para la estabilizaciéon de MNPs en
medio acuoso>® dependiendo del tipo de unién del ligando a las MNPs: la adicién de
ligandos, el intercambio de ligandos y el crecimiento de una capa protectora que aisla
la superficie hidrofébica de las MNPs.

v Adicidn de ligandos:

Este tipo de mecanismo no supone la modificacién, ni la eliminacién del ligando
existente de la superficie de las MNPs, sino la adicién de un ligando a la superficie
externa de la MNPs. Existen cuatro formas de realizar la adicion de ligandos:

i. Adicidon de ligandos de manera indirecta creando una capa de material
inorgdnico sobre la superficie de la MNPs, adsorbiendo el ligando sobre ésta
por interacciones iénicas o no especificas.

ii. Formacion de un enlace covalente entre ligandos.
iii. Adicién de ligandos a MNPs sin agentes bloqueantes.

iv. Interaccién de la parte hidrofébica de la MNPs con la region lipofilica de un
ligando anfifilico, formado fuertes fuerzas de atraccién y orientando la
region hidrofilica hacia el exterior de la superficie de las MNPs (Figura 3).

Parte hidrofobica .~

Parte hidrofilica ~~r~

Ligando
anfifilico

Figura 3. Esquema representativo de la modificacion de la superficie de MNPs mediante la
adicién de un ligando anfifilico con grupos funcionales en la capa externa

En esta estrategia de adicién de surfactante, su principal ventaja es la
estabilizacién de MNPs en medio acuosos, asi como la introduccién de grupos
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funcionales en la capa externa.”*> Como desventaja cabe destacar la falta de
estabilidad a largo plazo y la formacion de aglomerados en presencia de
concentraciones elevadas de sal en el medio.*

v’ Intercambio de ligandos:

Este tipo de estrategia consiste en modificar la superficie de la MNPs mediante el
intercambio de un ligando hidrofébico por un hidrofilico (Figura 4). El ligando se
caracteriza por tener dos grupos funcionales: uno que se ancle fuertemente a la
superficie de la MNPs y cuya afinidad por la misma debe ser superior a la de la
molécula que reemplaza, mientras que el otro grupo funcional debe ser polar,
estabilizando las MNPs en medio acuoso.

Ligando
hidrofébico

)

(}/\/‘.

Ligando
hidrofilico

Figura 4. Esquema representativo de la estabilizacién de NPs en medio acuoso mediante
el intercambio de ligandos hidrofébicos por ligandos hidrofilicos con dos grupos
funcionales.

La principal ventaja de esta estrategia es la poca variacidon de tamafio final de la
MNPs en comparacién con otros métodos de estabilizacidn sefialados, pero hay que
tener en cuenta varios factores, como la posibilidad de que el ligando se desorba de
la superficie de las MNPs, la temperatura a la que se encuentre expuesto, exceso de
ligando en el medio, asi como la oxidacidon, ocasionada por el medio acuoso. Todos
estos factores pueden afectar a la estabilidad de las MNPs (formacién de

agregados), asi como a sus propiedades fisicas y toxicidad.'**?

v Encapsulacion de MINPs:

En este método se crea una capa protectora alrededor de la MNP (Figura 5),
impidiendo la exposicidn directa del nidcleo de la MNPs a los factores que pueden
afectar su estabilidad en medio acuoso. Es uno de los métodos mas utilizados para
transferir a agua NPs hidréfobas y se puede dividir en dos grupos: i) crecimiento de
una capa protectora sobre la superficie de un determinado material; ii) intercambio
con moléculas anfifilicas con largas cadenas hidrocarbonadas dando lugar a
estructuras tipo micelas o vesiculas.
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X

—_——

Polimero é
Co-polimero
Hidrofilico

Figura 5. Esquema general de un tipo de crecimiento de capa protectora de la MNPs

Las MNPs recubiertas o encapsuladas siguiendo esta estrategia tienen como
principal ventaja la estabilidad en medio acuoso y la posibilidad de ser
funcionalizadas por la aportacién de los grupos funcionales que se encuentran en la
capa externa del polimero. Como desventajas hay que destacar que la formacion de
la capa puede modificar las propiedades fisicas de las MNPs debido a su grosor y

puede producir un aumento del tamafio hidrodindmico de las MNPs.***?

2.1.2.2 Naturaleza de los materiales utilizados para la estabilizacion
de MINPs

Existen numerosos estudios sobre el tipo de material idoneo para estabilizar en
medio acuoso MNPs para aplicaciones biomédicas consiguiendo a la vez no alterar las
propiedades fisicas de las MNPs. Segun la naturaleza del material que se utiliza para el

recubrimiento, se pueden clasificar de manera general en materiales orgdnicos e
Materiales utilizados para
el Recubrimiento de MNPs

Metalicos

inorganicos (Figura 6).

Inorganicos

Ceramicos

v Citratos — v' Polimeros v Metales Silice
v’ Fosfatos AMINOY v Liposomas v Oxidos
aminosilano v Sulfuros
v Tioles

Figura 6. Esquema general de los principales tipos de recubrimientos que presentan la MNPs
para adquirir estabilidad en medio acuoso.
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e Recubrimiento orgdnico

Los compuestos orgdnicos se utilizan por ser biocompatibles, biodegradables y
proporcionar grupos funcionales como aminas, aldehidos, carboxilos e hidroxilos
capaces de reaccionar con biomoléculas como acido desoxirribonucleico (ADN), acido
péptidonucleico (APN), proteinas, anticuerpos.”® EI mecanismo de reaccién que se
produce para la formacién del recubrimiento es mediante intercambio o adsorcion de
ligandos. Considerando a las MNPs como el nucleo, existen tres tipos de estructuras
gue se pueden obtener utilizando compuestos orgdnicos para recubrir al ndcleo como
se muestra en la Figura 7.

(A ) Nicdeo@Envoltura \ :j: Envoltura-x@Nicleo@Envoltura-y

@ wicteo ==
‘ﬁ_"J \ (i)

J Envoltura-xJ J

(c) Matriz

%: :‘003 @ niceo |
% ‘QQ’

Mosaico Nucleo@Envoltura

) Envoltura I

Figura 7. Esquema de las posibles estructuras que se forman en la proteccién del nucleo.
A) Nucleo@Envoltura (Core@Shell, terminologia inglesa); B) Envoltura-x@Nucleo@Envoltura-
y(Shell-x@Core@Shell-y); C) Matriz. Adaptado de Bohara®

En los recubrimientos con moléculas monoméricas, los citratos y los fosfatos son

los mas utilizados. El citrato tiene tres grupos carboxilatos que se pueden unir
mediante adsorcidén del acido citrico a la superficie de las MNPs. Los grupos que
permanecen libres, debido a su caracter hidréfilico,** proporcionan estabilidad en
medio acuoso y ofrecen grupos funcionales para posteriores funcionalizaciones con
diferentes biomoléculas. Como posible desventaja, en diversos estudios realizados
sobre los efectos que producia el acido citrico durante la sintesis, observaron que el
aumento de la concentracidon de este mondmero ocasionaba una disminucion en la

45-47

cristalinidad y cambios en la geometria de la superficie. De igual manera que los

citratos, los fosfatos se unen mediante los atomos de oxigeno del 4cido
alcanofosfénico sobre la superficie de la MNPs formando complejos bidentados.**™°

. . g . . . s e 1
Estos recubrimientos son Utiles para encapsular MNPs para aplicaciones biomédicas.’
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La estabilidad de las MNPs depende fuertemente del rango de pH asi como de la
concentracién de acidos y de fosfatos adsorbidos.>

Una de las principales ventajas de utilizar moléculas pequeiias es que el tamafio

del radio hidrodinamico final es mas pequefio con respecto a otros recubrimientos.>
Entre las diversas moléculas pequefias, las aminas y aminosilanos se emplean en la
sintesis de MNPs de éxido de hierro en un solo paso mediante descomposicidn
térmica, con resultados satisfactorios, generando NPs estables en medio acuoso y
adecuadas para aplicaciones biomédicas.”* Otros compuestos habitualmente utilizados
son los compuestos tiolados, como por ejemplo el dcido 2,3-mesodimercaptosuccinico
(DMSA), utilizado ampliamente por su capacidad estabilizante. Estd molécula posee
dos grupos carboxilo y dos grupos tiol y es introducida sobre la superficie de la MNPs
mediante intercambio de Iigandos.55 El uso del DMSA es interesante cuando las MNPs
tienen como aplicacién la administraciéon de farmacos de manera selectiva. Por
ejemplo, Valois et al. demostraron que las MNPs recubiertas con DMSA presentan una
distribucién especifica hacia el pulmdén desde 5 minutos hasta 24 h después de su
administracion intravenosa, favoreciendo asi concentraciones elevadas de farmaco sin
aumentar los efectos secundarios en otros c'Jrganos.56

Las macromoléculas utilizadas como material de recubrimiento de la superficie de

MNPs se pueden dividir en dos grandes grupos: polimeros y liposomas. Los polimeros
han sido ampliamente estudiados debido a sus propiedades fisicoquimicas. Su ventaja
en el recubrimiento de MNPs consiste en el aumento de las fuerzas repulsivas,
compensando las fuerzas atractivas y magnéticas y formando una barrera para evitar
la aglomeracion de las MNPs. Los polimeros pueden tener caracter natural o sintéticoy
pueden ser funcionales (poseen grupos funcionales activos) o pasivadores, dando lugar
a MNPs con unas propiedades determinadas dependiendo de su aplicacion posterior.
Dos ejemplos significativos de polimeros naturales utilizados para el recubrimiento de
MNPs son el dextrano y el quitosano. El dextrano es un polimero biocompatible y

estable en soluciones acuosas, formado por unidades de a-D-glucopiranosil con
diferentes longitudes y grados de ramificaciéon, que permiten la quelataciéon o la
formacién de enlaces de hidrégeno con la superficie de las MNPs de manera
eficiente.>” El quitosano es un polisacarido lineal compuesto por unidades B(1-4)-D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamida distribuidas aleatoriamente, es biocompatible,
biodegradable, hidrofilico y no es téxico.’® En cuanto a los polimeros sintéticos, existe
una amplia variedad con diferentes caracteristicas y propiedades, los mas comunes

59,60

siendo el polietilenglicol (PEG) por su alto caracter hidrofilico, el alcohol polivinilico

por su mejora en la monoaispersida e 1as S, y el a inato por sus
(PVA) ' | di idad de las MNPs,®! y el algi

62,63

repulsiones electrostaticas debido al elevado nimero de grupos carboxilo. Se han

estudiado muchos otros polimeros anfifilicos como el poli(anhidrido maleico-alt-1-
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octadeceno(PMAO),** poli(anhidrido maleico-alt-tetradeceno (PMAT),®> copolimero
bloque de poli (estireno — acido acrilico)®® y bloque de PEG-polilactida.®’ El
recubrimiento de las MNPs con estos polimeros anfifilicos permite un intercalado de
las cadenas hidrocarbonadas de éste con las del surfactante que se encuentra en la
superficie de las MNPs, formando un numero elevado de interacciones (uniones
multipuntuales) que confiere una alta estabilidad al recubrimiento. Otras ventajas de
estos polimeros es la obtencidn de MNPs recubiertas aisladas y dispersas, sin la
formacién de agregados apreciables. El método es sencillo, con rendimientos muy
elevados y presenta una versatilidad en cuanto al tamafio y tipo de material que
forman las MNPs, pero requiere una adecuada purificacion para eliminar el exceso de
poh’mero.68 Los grupos carboxilo y amino de estos polimeros pueden ser empleados
para posteriores funcionalizaciones con diferentes biomoléculas. Todas estas ventajas
hacen de estos tipos de polimeros unos excelentes candidatos para aplicaciones
biomédicas.

Los liposomas, al igual que algunos polimeros, pueden encapsular MNPs de
distintos tamafios, en forma de bicapa lipidica, reuniendo un determinado nimero de
MNPs en su interior, formando agregados que con tamanos comprendidos entre 100

nmy>5 um.69'70

e Recubrimiento inorgdnico

Las MNPs recubiertas con materiales inorgdnicos son de gran interés por su
variedad de aplicaciones biomédicas. Estos materiales incluyen silice, metales, no
metales, oxidos y sulfuros y generalmente forman estructuras Nucleo@Envoltura. La
silice (SiO;) es un material inerte quimicamente, mejora la estabilidad de las MNPs,
evita interacciones entre particulas y la generacion de agregados, favorece la
proteccion de las MNPs del medio y tiene una buena biocompatibilidad.71 Uno de los
métodos mas usados para crear MNPs recubiertas con silice se conoce como el

proceso Stober y consiste en la hidrélisis y condensacién de un precursor sol-gel como
72,73

es el ortosilicato de tetraetilo (TEOS). La presencia de grupos silanol en el

recubrimiento de las MNPs con silice es una ventaja, ya que pueden reaccionar con

agentes de acoplamiento uniéndose covalentemente a ligandos.”*””

Para poder unir
biomoléculas a la superficie de silice se tiene que realizar un método de silanizacion

introduciendo grupos como aminas y sulfidrilos.

En cuanto al recubrimiento con metales, el oro (Au) es el mas utilizado por su
estabilidad e inercia quimica. Este recubrimiento no provoca alteraciones en las
propiedades magnéticas de la MNPs independientemente del grado de adicién de
Au.”® La plata (Ag) tiene propiedades antibacterianas presentando una capacidad
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esterilizadora muy fuerte.”” La combinacion de la plata y el oro puede producir efectos
sinérgicos y mejorar las propiedades biomédicas de las MNPs, como pueden ser las
propiedades dpticas.”®

Si nos centramos en la mejora de las propiedades magnéticas en recubrimientos
inorganicos los oxidos metalicos o sulfuros son unos buenos candidatos por
combinacidn de dos fases magnéticas diferentes formando MNPs funcionalizadas con

variedad de aplicaciones.”>®

En este trabajo se ha llevado a cabo la estabilizacién de las MNPs en medio acuoso
mediante la adiciéon de un polimero anfifilico, el poli(anhidrido maléico—alt-1-
octadeceno) o PMAOQO, basdandonos en un proceso previamente optimizado en nuestro
grupo de investigacion.®® El polimero forma una estructura Ndcleo@Envoltura
protegiendo la superficie de las MNPs, estabilizdndolas en medio acuoso vy
favoreciendo la posterior funcionalizacidn gracias a los grupos funcionales presentes
en la capa externa.

2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1 Sintesis de MNPs de dxido de hierro en medio organico

Como se ha indicado en el capitulo 1, las propiedades magnéticas de las MNPs
vienen dictadas por su tamafio, composicion quimica, distribucién de tamafios y
morfologia. Estas propiedades se pueden controlar ajustando distintos pardmetros en
la sintesis de nanoparticulas de oxido de hierro: el disolvente de la reaccién, el
precursor de hierro, la relacion precursor/surfactante, la concentracién de reactivos y
la temperatura de reaccion.

En este trabajo se han utilizado MNPs de 12 nm debido a sus propiedades

s 2
magnetlcas8 83

y su capacidad de generar calor, al aplicar un campo magnético
externo, debido a la contribucidn de los mecanismos de relajacién de Neel y Brownian,
obteniendo como resultado una disipacién total del calor.®* Las MNPs esféricas de 12
nm de tamafio fueron sintetizadas a partir de semillas de 6 nm (procedimiento
designado como recrecimiento o nucleacién heterogénea), modificando las relaciones
de precursor y surfactante, rampas de temperatura para los procesos de nucleacion y
crecimiento, asi como la adicion de semillas de NPs de 6nm, como se muestra en la

tabla 2.
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a) SEMILLAS 6 nm
Fe(acac); ..
., Relacién molar .
Concentracion .. . . . Disolvente Programa de temperatura
Fe: acido oleico: oleilamina: diol
(mM)
Calentamiento o
t.a-200°C LEDTEIn
Eter Permanecer a 200 °C 2h
50 1:2.8:2.1:45 . -
bencilico Calentamiento 10°C / min
200 - 305 °C
Permanecer a 305 °C 2h
b) RECRECIMIENTO 12 nm
F
e(acac)3. P Semillas Relacion molar .
Concentracion L. . . . . |Disolvente | Programa de temperatura
de 6 nm | Fe: acido oleico: oleilamina: diol
(mM)
Calentamiento R
t.a-100°C e JIn
Permanecer a .
50 100 °C 30 min
Calentamiento R .
40 mg de Eter 100-200°c |3 ¢/ min
1:0.7:05:45 "
Fe bencilico | Permanecer a 1h
200 °C
Calentamiento R .
200-305°C |/ ¢/ min
Permanecer a
305 °C 1h

Tabla 2. Resumen de las condiciones de reaccién de MNPs. a) semillas de 6 nm, y b) NPs de
12 nm de didmetro.

La sintesis de MNPs de 6xido de hierro se llevd a cabo mediante descomposicion
térmica,85 utilizado como precursor Fe(acac)s, como surfactantes acido oleico y
oleilamina, como reductor el 1,2 — hexadecanodiol y como disolvente éter bencilico.
Todos los reactivos se adicionaron a la vez en un matraz de 4 bocas provisto de
agitacién mecanica y bajo atmdsfera de nitréogeno. Posteriormente se calentd la
mezcla de reaccién a 200 °C, etapa en la cual se favorece la formacién de un complejo
intermedio precursor® (Ecuacidn 2) capaz de generar nicleos; la mezcla se mantuvo a
esta temperatura durante 2 horas para estabilizar la reaccidon debido a su cinética
lenta, y hasta que la generacién de los precursores intermedios finalice. Transcurrido
dicho tiempo, se elevé la temperatura progresivamente hasta 305 °C, temperatura
superior al punto de ebullicion del éter bencilico (285 °C) durante otras 2 horas,
provocando la descomposicion de las especies precursoras en nucleos rodeados de
moléculas de surfactantes. El proceso de nucleacidon es instantdaneo observando
pequefias explosiones ocasionadas por la descomposicion de los complejos de hierro
con acido oleico.

Fe(acac); + Acido oleico—— [Fe(ole)s], + Subproductos (2)
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Las moléculas de surfactantes que rodean los nucleos forman una capa dindmica de
cuya composicion dependerd el tamafio y forma de las nanoparticulas. El aumento del
tamafio de las MNPs finales se vera favorecido cuanto mayor sea la proporciéon de
acido oleico debido a su mejor capacidad de coordinacién a los 4&tomos de Fe. La parte
hidrofilica se une a la superficie de las nanoparticulas y la parte hidrofébica se orienta
hacia el exterior evitando interacciones y agregaciones entre las nanoparticulas. El
crecimiento se verd limitado por la presencia de ligandos como la oleilamina con
menor capacidad de coordinacion. El uso de un disolvente con un alto punto de
ebullicién favorece la obtencién de nanoparticulas con propiedades cristalinas
mejoradas debido a la ordenacién de los atomos, puesto que presentan una cinética
de reaccidn lenta y a bajas temperaturas no se consigue esta propiedad.

2.2.1.1 Caracterizacion de MNPs de oxido de hierro en fase organica

» El tamafo, forma y homogeneidad de las MNPs de éxido de hierro se observd
mediante microscopia electrdnica de transmisién (TEM). La Figura 8 muestra la
morfologia esférica de las NPs de 6.3 + 0.5y 11.3 + 0.7 nm de didametro, asi como su

homogénea distribucion de tamarios.
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Figura 8: a) lzquierda: micrografia de TEM de la sintesis de semillas de MNPs (escala = 50
nm). Derecha: histograma de tamafio (desviacion estdndar inferior al 10%); b) lzquierda:
micrografia de TEM del recrecimiento de MNPs (escala 100 nm). Derecha: histograma de
tamafio (desviacion estandar inferior al 10%).
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» El analisis termogravimétrico (TGA) proporciona informacién sobre la pérdida

de masa de las MNPs con respecto a la temperatura. Analizando el termograma que se
muestra en la Figura 9, se observa en torno a los 200 °C el comienzo de pérdida de
masa organica, la elevada temperatura indicando la fuerte unién de las cadenas de
acido oleico a la superficie de las MNPs.

MNPs = 12 nm
100

98
96

94
10%

Masa (%)

——MNPs organico
92

90

88

0 200 400 600 800

Temperatura (2C)

Figura 9: Termograma de las MNPs de 12 nm

El porcentaje de pérdida de materia organica que corresponde a un 10%
proporciona informacion sobre la cantidad de acido oleico que recubre la superficie de
las MNPs, asi como la proporcién de equivalentes unidos a la superficie con respecto al
adicionado inicialmente.

> La caracterizacion magnética de las MNPs de 6xido de hierro se llevé a cabo

utilizando un magnetémetro (SQUID, Superconducting Quantum Interference Devices),
dispositivo superconductor de interferencia cudntica, para registrar las curvas de
magnetizacion aplicando un campo a una temperatura fijada. Los resultados obtenidos
indicaron que las MNPs sintetizadas tenian un comportamiento superparamagnético a
300 K con coercitividad despreciable, lo que las hace idéneas para aplicaciones
biomédicas en las que es deseable la ausencia de magnetizacién remanente de campo
magnético. Los valores de la magnetizacion de saturacién se encuentran en torno a 80
Amz/kgpe3o4, valor tipico observado para las MNPs de magnetita/maghemita.87 Este
valor de la magnetizacidn de saturacién confirma la estructura cristalina homogénea
en toda la particula, y descarta la formacién de fases antiferromagnéticas como la
wustita en el nucleo de la particula que pueden hacer disminuir los valores de
magnetizacién de saturacion.®®
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MNPs en medio organico (= 12 nm)
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Figura 10: Magnetizacion en funcién del campo aplicado a 300 K para MNPs de 12 nm
en medio orgdnico.

2.2.2 Estabilizacion de MNPs de 6xido de hierro en medio acuoso

El procedimiento utilizado en este trabajo para transferir a fase acuosa las MNPs
sintetizadas en disolvente orgdnico fue la adicion de un polimero anfifilico
[poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) —PMAOQ], usando una modificacién de un
procedimiento descrito anteriormente.®* La cadena hidrocarbonada, parte hidrofdbica
de este polimero, se intercala con las cadenas de acido oleico unidas a la superficie de
las MNPs, orientando asi las unidades de anhidrido maléico hacia el exterior. Tras su
hidrdlisis en medio basico, los grupos anhidrido generan una cubierta de grupos
carboxilo (Figura 11), favoreciendo la estabilidad de las MNPs en medio acuoso vy

generando grupos funcionales para la union de diferentes biomoléculas.

CH3(CHz)14CH3

PMAO n
—_——

CHCI3 / t.a /30 min

Figura 11: Esquema del procedimiento de estabilizacion de NPs en medio acuoso con
PMAO
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Un factor importante a tener en cuenta en la estabilizacién de las MNPs en agua es
la cantidad de polimero que se adiciona a las MNPs (directamente proporcional al drea
superficial de éstas). Un exceso de polimero podria ocasionar un proceso de
purificacion de las MNPs mas largo y como resultado una disminucién del rendimiento
del proceso de estabilizacion en medio acuoso. Si por el contrario se tiene un defecto
de polimero, las MNPs podrian no estar totalmente recubiertas o competir entre ellas
provocando su desestabilizacidn y agregacion.

Para MNPs de 12 nm, la estabilizacion se llevd a cabo afiadiendo una relacién de
400 mondmeros/nm? en una disolucién en cloroformo, bajo continua sonicacién a
temperatura ambiente, y adicionando gota a gota las MNPs, favoreciendo asi la
monodispersidad de la mezcla en disolucién. Posteriormente se evapord el disolvente
hasta casi sequedad y se hidrolizaron los grupos anhidridos del polimero con hidréxido
sédico a 70 °C. Las MNPs transferidas a medio acuoso fueron filtradas con un filtro de
0.2 um de poro para eliminar los posibles agregados formados en la reaccién.

Una vez recubiertas las MNPs, se procedié a eliminar el exceso de polimero. En
bibliografia se describen diversos métodos para purificar las MNPs;® en este trabajo,
las MNPs se purificaron realizando lavados con agua mediante ultracentrifugacién a
69000 x g durante dos horas, consiguiendo asi separar por peso y densidad las NPs
recubiertas de polimero de las micelas®® formadas en la hidrélisis del polimero libre
presentes en el sobrenadante.

El procedimiento de lavado de las MNPs se realizé tres veces y se comprobd la
eficacia del método de purificacion mediante electroforesis de gel de Agarosa, ya que
polimero que se encuentra libre emite fluorescencia bajo excitacidon a una longitud de
onda de 302 nm (Figura 12). En el gel de Agarosa se observa que las MNPs no
presentaban exceso de polimero libre. También se puede apreciar la ausencia de
agregados, los cuales quedarian retenidos en el comienzo del pocillo del gel de
electroforesis, debido a que su tamafio y densidad superficial no permitirian el
desplazamiento. En cuanto al exceso de polimero, en el sobrenadante del segundo
lavado apenas se aprecia la emisidon de fluorescencia, mientras que en el tercer lavado

se puede confirmar la ausencia de polimero libre.
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Figura 12: Imagen de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de MNPs estabilizadas en
agua bajo luz UV. Carril 1: MNPs purificadas sin polimero libre; Carril 2: primer sobrenadante
del procedimiento de lavado, PMAO libre; Carril 3: segundo sobrenadante del procedimiento
de lavado; Carril 4: tercer sobrenadante del procedimiento de lavado.

2.2.2.1 Caracterizacion de MNPs de 6xido de hierro estabilizadas en
agua

» La micrografia de TEM de las MNPs estabilizadas en medio acuoso (Figura 13)

demuestra que las MNPs mantienen la distribucidn estrecha de tamanos de alrededor
de 12 nm, semejante a las MNPs de partida en medio orgdnico. Sin embargo, si la
microscopia electrénica permite observar el tamaiio del nidcleo de dxido de hierro, no
es la técnica mds adecuada para caracterizar el espesor de la capa de recubrimiento de
las MNPs, debido al alto voltaje de trabajo. Como se detalla a continuacion, se
realizaron medidas del radio hidrodindmico utilizando la técnica de dispersion
dinamica de la luz (DLS), asi como un analisis termogravimétrico que permitié calcular
la cantidad de recubrimiento polimérico de las MNPs.
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Figura 13: 1zquierda: micrografia de TEM de la sintesis de MNPs en medio acuoso (escala 100
nm). Derecha: histograma de tamafio (desviacién estandar inferior al 10%)
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» El tamafio de las MNPs en disolucidn se determiné mediante la medida del
didmetro hidrodindmico (DLS) a una concentracion de 0.1 mg de Fe/mly pH = 7, y se
compard con el didametro del nucleo de hierro obtenido mediante imagenes de TEM
como se muestra en la Tabla 3.

Microscopio Electrénico de | Diametro Hidrodinamico
transmision (TEM) (nm) (DLS) (nm)

‘MNPS@PMAO 11.3 £0.6 29.8 + 1.0

Tabla 3: Estimacion del espesor de capa de recubrimiento de NPs en medio acuoso.

» Para saber la cantidad de materia organica en porcentaje en masa, se realizd un
analisis termogravimétrico, en el cual se compard la pérdida de masa organica de las

MNPs en medio orgdnico que tenian acido oleico en la superficie, con las
MNPs@PMAOQ estables en medio acuoso (Figura 14). La diferencia de 23%
corresponde a la cantidad de polimero unido a la superficie. Con estos datos se pudo
estimar la cantidad de polimero y por tanto el nimero de grupos carboxilo por NP
(aproximadamente 4300), dato importante de cara a posteriores funcionalizaciones.

MNPs = 12 nm
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Figura 14: Representacion del porcentaje de pérdida de masa con respecto de la
temperatura, de MNPs recubiertas con acido oleico en medio organico y MNPs@PMAOQO
recubiertas con polimero PMAO.
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» La caracterizacidn magnética de las MNPs estabilizadas en medio acuoso
(MNPs@PMAOQ) demostré que el recubrimiento polimérico no altera las propiedades
magnéticas de las MNPs. Los valores de magnetizacion de saturacién que se observan

en la Figura 15 son similares, siendo para las MNPs en medio orgdnico de 80
AM?/Kgre304 Y 84 AM?/Kgre304 para las MNPs@PMAO.

MNPs de 12 nm
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Figura 15: Comparacion de la magnetizacién en funcién del campo aplicado a 300 K para

MNPs de 12 nm en medio organico y estabilizadas en medio acuoso.

» La capacidad de las MNPs de transformar la energia magnética en calor bajo la
aplicacion de un campo magnético externo se midié mediante el indice de absorcién
especifica (SAR). El valor obtenido depende de las propiedades de las MNPs, como son

el tamafio, forma, distribucidn, cristalinidad y concentracién de éstas, asi como de la
90,91

frecuencia y la amplitud del campo aplicado.

Las MNPs@PMAO de 12 nm presentaron un valor de SAR de 290 W/gs. a una
frecuencia f = 829 kHz y un campo de H = 20.05 kA/m para una concentracion de 1 mg
Fe/ml. Sin embargo, este valor de SAR no se puede comparar directamente con otros
valores descritos en bibliogréfia,92 puesto que para igual tamafio y morfologia de las
NPs se pueden obtener valores diferentes, debido al campo aplicado y su frecuencia. El
poder de pérdida intrinseca (ILP, Intrinsic Loss Power) es un parametro disefiado para
permitir comparaciones entre diferentes aparatos de medida térmicamente aislados,
independientemente del campo y frecuencia que sea aplicado a las MNPs.” El valor de
ILP de las MNPs mencionadas corresponde a 0.87 nHmz/kg, valor superior a MNPs de

.. ;. 2
similares caracterlstlcas.9 94,95
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2.3. CONCLUSIONES

En este capitulo, se han sintetizado NPs magnéticas esféricas hidréfobas de 12 nm
de didmetro mediante descomposiciéon térmica de un precursor organometalico en un
disolvente de alto punto de ebullicién, favoreciendo la obtencion de MNPs
monodispersas, con una estrecha distribucién de tamafios y elevada cristalinidad. Las
MNPs fueron posteriormente recubiertas con un polimero anfifilico [poli(anhidrido
maleico-alt-1-octadeceno) —PMAQO] que ademas de estabilizar las MNPs en medio
acuoso proporciona grupos funcionales para posteriores conjugaciones.

La caracterizacién de las MNPs mediante microscopia electrénica (TEM) demostré
que las NPs sintetizadas en medio organico conservan su morfologia y tamafio tras el
paso de transferencia a medio acuoso. Mediante analisis termogravimétrico (TGA) se
pudo estimar la cantidad de polimero unido con respecto a las cadenas de acido oleico
que tienen las MNPs. En cuanto a la caracterizacién magnética, las MNPs presentan un
comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente. Las medidas de SAR
muestran la alta capacidad de absorber energia y transformarla en calor comparado
con valores que se muestran en literatura.

2.4. MATERIALES Y METODOS

Los disolventes y reactivos empleados en la realizacién de este trabajo han sido
suministrados por diferentes casas comerciales (Sigma-Aldrich, Acros Organics).

24.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de d6xido de hierro
(Fex0,)

2.4.1.1 Semillas de 6nm

En un matraz de 4 bocas se mezclaron 0.71 g (2.01 mmol) de Fe(acac)s (99%), 2.58
g (9.98 mmol) de 1,2-hexadecanodiol (90%), 2 ml (5.65 mmol) de acido oleico (90%) y 2
ml (4.42 mmol) de oleilamina (70%) en 40 ml de éter bencilico, en continua agitacion
mecanica a 40 rpm utilizando una varilla de vidrio de ancora, a temperatura ambiente,
y en atmoésfera inerte de nitrégeno que se mantuvo constante durante toda la
reaccidon. La mezcla obtenida se colocd en una manta calefactora y se calenté hasta
200 °C durante 2 h, seguidamente se aumenté la temperatura hasta alcanzar 305 °C
con una velocidad constante (3 °C/ min), y se mantuvo a esta temperatura durante 2 h.
Finalizada la reaccién se dejé enfriar hasta temperatura ambiente y se procedid a
eliminar el exceso de reactivos mediante la desestabilizacién y consiguiente
precipitacion de las MNPs con etanol, separando el precipitado del sobrenadante con
un iman. Las MNPs se volvieron a resuspender en hexano y el procedimiento se realizé
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varias veces. El precipitado resultado tras el ultimo paso de lavado se resuspendié en
una mezcla de hexano, acido oleico y oleilamina en proporcién 90:5:5 respectivamente
y las MNPs se almacenaron a 5 °C.

2.4.1.2 Crecimiento de semillasde 6 a 12 nm

Para la obtencién de MNPs de mayor tamafio se utilizaron las MNPs de 6 nm,
descritas en el apartado anterior, como semillas. Para ello se partié de 40 mg de Fe de
las semillas de MNPs (cantidad cuantificada mediante determinacién de la
concentracién de hierro de la muestra), lavadas de igual forma que en el apartado
anterior para eliminar el exceso de acido oleico y oleilamina. Las semillas disueltas en 5
- 10 ml de hexano se afadieron a un matraz conteniendo 1.42 g (4.02 mmol) de Fe
(acac)s (99%), 5.16 g (19.97 mmol) de 1,2-hexadecanodiol (90%), 1 ml (5.65 mmol) de
acido oleico (90%), 1 ml (4.42 mmol) de oleilamina (70%) y 40 ml de éter bencilico. La
mezcla se calenté a 100 °C durante 30 minutos para eliminar el exceso de hexano
presente, posteriormente se aumentd la temperatura hasta 200 °C; alcanzada dicha
temperatura, se mantuvo durante 1 h y posteriormente se calenté hasta 305 °C y se
mantuvo durante 1 h mas a reflujo, en atmdsfera inerte y bajo continua agitacién.

La purificacién de las MNPs de 12 nm y su almacenaje se llevd a cabo como
anteriormente se ha descrito para las semillas de 6 nm. La cuantificacién de la
concentraciéon de o6xido de hierro obtenido se realizdé mediante la técnica de
determinacién de hierro mencionada en el apartado 4.3 de este capitulo.

2.4.2 Transferencia a fase acuosa de las MNPs de 6xido de hierro

La estabilizacion de las NPs magnéticas en medio acuoso se llevé a cabo utilizando
el polimero anfifilico [poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) (PMAO, PM: 30000 —
50000)]. Partiendo de 20 mg de Fe de MNPs de 12 nm descritas en el apartado
anterior, se realizaron tres lavados, precipitando las MNPs en etanol para eliminar el
exceso de surfactantes en disolucion. Las MNPs se resuspendieron en 2 ml de
cloroformo y se adicionaron gota a gota a una disolucion de 224 mg de PMAO (400
monémeros/nmz) en 200 ml de cloroformo. La mezcla se mantuvo durante 15 minutos
en un bafno de ultra sonidos. Posteriormente se evaporé el cloroformo a vacié hasta un
volumen aproximado de 20 ml y se afiadieron 20 ml de NaOH 0.05 M calentando a 70
°C bajo agitacion suave a vacio. Terminada la hidrdlisis, se filtraron las NPs con un filtro
de acetato de celulosa de 0.22 um (Millipore). La purificacion de las MNPs del exceso
de polimero se llevé a cabo mediante tres lavados por ultracentrifugacién a 69000 x g
durante 2 horas. La completa purificacién se comprobd mediante electroforesis de gel
de agarosa.
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2.4.3 Métodos de caracterizacion

» El tamafio y morfologia de las nanoparticulas magnéticas se observé mediante
microscopia_electrdnica de transmision (TEM) utilizando un microscopio Tecnai T20

(FEI) con cafién termoidnico y voltaje de 200 keV. Las nanoparticulas en fase organica
se lavaron tres veces con hexano y etanol como se ha descrito anteriormente para
eliminar el exceso de surfactantes no unidos, y se diluyeron en cloroformo.
Posteriormente, se depositd una gota de esta disolucidon en una rejilla de TEM de
cobre con recubrimiento de carbono (ElectronMicroscopySciencies) y se dejé secar a
temperatura ambiente. Para las nanoparticulas en fase acuosa se tomd una pequeiia
fraccion de muestra y se diluyo en agua hasta una concentracién de 0.1 mg de Fe/ml
Las medidas del didametro se llevaron a cabo utilizando el software DigitalMicrograph.
Se contabilizaron de cada micrografia de TEM unas 200 NPs y se representaron en un
histograma de tamafios.

» El andlisis termogravimétrico (TGA) se realizd en un equipo Universal V4.5 TA

Instruments. En las MNPs en fase orgdnica, se elimind el disolvente hasta sequedad, a
diferencia de las NPs en fase acuosa las cuales fueron liofilizadas. El andlisis se llevo a
cabo en atmdsfera de aire calentando hasta 800 °C a 10 °C por minuto.

» La concentracion de hierro (mg/ml) de las muestras se determiné interpolando

en una recta de calibrado unos estandares de hierro, medidos mediante
procedimiento colorimétrico.’® Para ello, se tomaron 50 pl de los diferentes estandares
y muestras a analizar, se adicionaron 100 ul de agua regia (3HCI:1HNO3) y la mezcla se
incubd a 60 °C durante 15 minutos. Transcurrido dicho tiempo se adicionaron 350 pl
de agua MiliQ y del volumen total de la mezcla se tomaron 50 ul y se transfirieron a
una placa de 96 pocillos. A cada pocillo se adicionaron 60 pl de una disolucién de Tiron
(acido 1,2-dihidroxibencen-3,5-disulfénico) 42 mM en hidréxido de potasio (KOH) 3.3 N
y 100 ul fosfato de sodio (pH=9.7; 0.2 M). La disolucidn resultante se dejé en reposo a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

La absorbancia de las muestras se midié en un espectrofotémetro Multiskan™ Go
UV/Vis (Thermo Scientific) a 480 nm, realizando una recta de calibrado con los datos de
las disoluciones estandar utilizadas (0, 100, 200, 400, 600 y 800 pug Fe/ml). Todas las
muestras se analizaron por triplicado. Mediante extrapolacidon de absorbancia de las
muestras a analizar se obtuvo la concentracidn de hierro.

» La caracterizacién magnética de las nanoparticulas se llevd a cabo en un
magnetémetro SQUID MPMS-XL (Quantum Design). Para ello se introdujeron 50 ul de
la suspension de nanoparticulas en una capsula de policarbonato, que es
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posteriormente introducida en el equipo de medida. El estudio de la magnetizacién en
funcién del campo se realizé a 300 K en un rango de campo magnético entre -5y 5 T.

» La union del polimero a la superficie de las MNPs, asi como la eliminaciéon del
exceso de esté en las etapas de lavado se comprobd mediante electroforesis en gel de

agarosa. Para ello se preparé una disolucion al 1% (m/v) de agarosa en tampon tris-
borato-EDTA TBE 0.5X, se cargaron las muestras mezcladas con una disoluciéon de
glicerol al 20% en TBE 0.5X para facilitar la entrada de las NPs en los pocillos del gel. Se
aplicé un voltaje de 90 V y 3 A de intensidad durante 45 minutos. El exceso de
polimero se observé mediante transiluminacién en forma de banda blanca a diferencia
de las MNPs que son oscuras. El equipo empleado fue GeneGenius bio-imaging system
(Syngene).

» Las medidas del tamafio hidrodinamico de las MNPs se realizaron en un equipo
Brookhaven Zeta PALS, disolviendo las NPs en soluciones de KCl con una concentracion
de 0.1 mg de Fe/ml y pH alrededor de 7. Los valores obtenidos de dispersion dindmica
de la luz (DLS) se trataron en funcién de distribucién de intensidad y niumero de MNPs,
a temperatura ambiente y realizando 5 medidas.

» Las medidas del indice de absorcidn especifica (SAR) se realizaron en un equipo

para hipertermia magnética serie DMI100 (nanoScaleBiomagnetics) a una
concentraciéon de 1 mg de Fe/ml aplicando un campo magnético alterno con una
frecuencia de 829 kHz y una amplitud de campo de 20.10 kA/m durante 3 minutos.
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Funcionalizacidon de las MNPs-1 con
acidos nucleicos y péptidonucleicos

3.1. INTRODUCCION

Como se ha descrito en el capitulo 2, se han disenado MNPs de éxido de hierro
estables en medios fisiolégicos MNPs@PMAO (MNPs-1), con grupos funcionales
carboxilo capaces de conjugarse con diferentes biomoléculas que contengan grupos
amino (péptidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y anticuerpos), para
aplicaciones biomédicas in vitro e in vivo, en particular para la liberaciéon controlada de

farmacos mediante hipertermia magnética.

3.1.1 Funcionalizacion de MNPs-1 con biomoléculas

Los criterios principales para la unién de biomoléculas a los grupos funcionales de la
superficie de las MNPs-1, van a depender de la aplicacidén a la que vaya destinado este
tipo de plataforma. Aunque no existen protocolos “universales” de funcionalizacidn,
hay varios aspectos clave a tener en cuenta: la densidad de conjugacion de la
biomolécula, la distancia entre la nanoparticula y la biomolécula, el tipo de enlace
(Iabil o permanente) y el mantenimiento de la actividad de la biomolécula. Por otro
lado, la funcionalizacion de MNPs-1 no debe alterar sus propiedades fisicoquimicas ni
su estabilidad. Por tanto, la biofuncionalizacion de MNPs-1 es un proceso complejo.

Las principales estrategias empleadas para funcionalizar las MNPs con diferentes
biomoléculas se pueden clasificar segun las interacciones fisicas o covalentes entre las
MNPs y la biomolécula. La eleccién de la interaccidn esta dictada por las propiedades
guimicas que presentan las MNPs y las biomoléculas, los grupos funcionales presentes
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en la superficie de las MNPs, las biomoléculas a enlazar y las aplicaciones finales en las

que se va a utilizar el bioconjugado formado.

e Interacciones fisicas: Este tipo de interacciones incluye las electrostaticas,

hidrofébicas/hidrofilicas y de afinidad, las cuales poseen varias ventajas: son

rapidas y altamente eficaces, sin necesitar la modificacion de la MNP o

biomolécula para que se produzca la unién (Figural).
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Figura 1. Esquema representativo de los diferentes tipos de interacciones fisicas

Las interacciones electrostaticas se deben a la atraccidn que existe entre cargas

opuestas y la unidon mediante este tipo de interacciones es un enfoque

ampliamente utilizado para la biofuncionalizacion de nanoparticulas. Diversas

investigaciones han demostrado su utilidad en MNPs recubiertas con polimeros

catidnicos que se complejan con moléculas de ADN plasmidico cargado

negativamente.l’2 Las interacciones hidrofébicas/hidrofilicas son muy utiles en la

adsorcién de biomoléculas hidrofdbicas sobre la superficie de las MNPs. Estas

biomoléculas pueden albergar principios activos que pueden ser liberados mediante

la degradacion intracelular del recubrimiento de las MNPs.? Las interacciones de

76




Funcionalizacién de MNPs-1 con ADN y APN

afinidad son mas eficaces para la biofuncionalizaciéon de ligandos dirigidos a la
superficie de las MNPs, debido a que el enlace es el mas estable y fuerte de todos
los enlaces no covalentes. A diferencia de las interacciones hidrofébicas y
electrostaticas, la unién por afinidad no es sensible a estimulos como cambio de pH,
salinidad o hidrofilia del medio.* Un ejemplo de este tipo de interaccidn, es el
formado por la modificacion de la superficie de la MNPs con moléculas biotiniladas
capaces de unirse especificamente a la estreptavidina.5 Este complejo se caracteriza
por ser una de las interaccidn bioldgica no covalente mas fuertes conocidas con una
contante de disociacién de 10 M.%’

e Quimica covalente: consiste en la formacién de enlaces covalentes entre
biomoléculas y grupos funcionales presentes en la superficie de las MNPs, siendo
los mas utilizados los grupos amino, acido carboxilico y tiol. Estos grupos pueden
unirse a diferentes biomoléculas ya sea directamente o mediante diversas
estrategias de acoplamiento basadas en el grupo funcional implicado, formando
un enlace fuerte y estable. Las estrategias de acoplamiento mds comunes son:

a) Conjugacién directa de MNPs con una determinada biomolécula, se produce

gracias a los grupos funcionales presentes en la superficie de las MNPs, tales
como amino, sulfhidrilo y aldehido (Figura 2). Esta estrategia es la mas
adecuada para la conjugacion de biomoléculas como anticuerpos, azlcares y
péptidos pequeiios, puesto que no es necesario alterar la quimica de
superficie de las MNPs. A excepcion de las MNPs que presentan grupos amino
en su superficie, estos métodos de conjugacién son susceptibles de
intercalacién o reticulaciéon, lo que hace que se vea limitado su uso en la
conjugacién de biomoléculas.?

R.
-

N\ S\s/\Rl

Z 0
(b) R
H,N—NH R

Disulfuro de piridilio

Hidrazina

o0 NH, (a)
RAGAR | x=1 SH(b)

COOH ()

Epodxido

Figura 2. Esquema representativo de las diferentes estrategias de conjugacién de MNPs
con diferentes grupos funcionales, (a) amino (NH,); (b) Sulfhidrilo (SH); y (c) carboxilo (COOH)
de manera directa con diferentes reactivos.
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b) Acoplamiento de maleimida entre aminas primarias presentes en la superficie

de las MNPs y grupos tiol presentes en las proteinas. El reactivo de
acoplamiento utilizado es un derivado de la maleimida, el mds cominmente
empleado siendo el sulfosuccinimidil-4(maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato (sulfo-SMCC) (Figura 3).° El extremo de maleimida de SMCC puede
dar una reaccién de acoplamiento con grupos sulfhidrilo presentes en
biomoléculas cuando el pH de la reaccién esta en el rango 6.5 -7.5. ApH =7
la velocidad de reaccién de los grupos sulfhidrilo es 1000 veces mayor que la
de los grupos amino. Por lo contrario, a pHs mas alcalinos la reaccion con
aminas se ve favorecida. Las desventajas de esta estrategia de acoplamiento
son: i) el extremo de la maleimida puede sufrir hidrélisis a valores altos de pH,
inactivando la molécula; ii) requiere una purificacion del exceso de reactivo
antes de hacer conjugar la biomolécula que presenta un grupo sulfhidrilo; vy iii)
el sulfo-SMCC tiene una solubilidad baja en agua (10 mg/ml) a temperatura
ambiente, y debe usarse inmediatamente para evitar la pérdida excesiva de la
capacidad de acoplamiento debido a la hidrdlisis. Este método de
acoplamiento se ha utilizado para conjugar biomoléculas, tales como ADN y

proteinas, a la superficie de las MNPs.*%!

@ —NH "o B
2 o HS-Biomolécula

® MNPs activadas
Na o con maleimida
0? o
0//5

OQ S—Biomolécula
N-0 N ~NH Oq
y~ )~ © ) C N

o

o
(o] (o)
Sulfo-SMCC Conjugado de MNPs-Biomolécula

Figura 3. Esquema de reaccion de la conjugacién de MNPs mediante el agente de
acoplamiento Sulfo-SMCC con biomoléculas con grupo tiol.

c) La guimica “click” es una estrategia de funcionalizacion basada normalmente

en la reaccion de cicloadicién [3+2] entre una azida y un alquino catalizada por
Cu(l) (Figura 4). Las reacciones “click” se caracterizan por su rapidez, altos
rendimientos, eficacidad y condiciones suaves de reaccidon. Ademas, este tipo
de reacciones tienen lugar en medio acuoso, por lo que son ideales para
funcionalizar MNPs estables en agua. Este método de conjugaciéon ofrece
caracteristicas Unicas. En primer lugar, los reactivos azida y alquino muestran
una alta especificidad entre si y no suelen presentar reactividad frente a otros
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grupos funcionales. En segundo lugar, los enlaces formados son altamente
estables y extremadamente rigidos, manteniendo asi la conformacidon de ésta
biomolécula.™ Sin embargo, esta estrategia requiere la funcionalizacion de las
MNPs y las biomoléculas con grupos azida o alquino, reaccidon que puede
requerir un tiempo elevado y puede tener rendimientos bajos. Ademas, la
presencia del catalizador Cu(l) puede resultar citotdxica si no se ha eliminado
antes de su uso in vitro o in vivo."”> Recientemente, en nuestro grupo de
investigacion se ha puesto a punto un protocolo de funcionalizacion de MNPs
con grupos ciclooctino, cuya reactividad superior a la de alquinos lineales
elimina la necesidad de usar el catalizador de cobre (quimica “click”

bioortogonal).**™*’

Alquino

/ Azida \,‘m
Q- == @
Cu(l)

MNPs funcionalizadas
con alquino o azida

Figura 4. Ejemplo de acoplamiento mediante quimica “click” de MNPs modificadas

tanto con grupos alquino o azida.

d) Formacién de enlaces amida entre grupos carboxilo y aminas primarias,

normalmente en presencia de un reactivo de acoplamiento como es la 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC (Figura 5, apartado 1.1.1). Este
tipo de estrategia es ventajosa debido a que no necesita ningln espaciador,
por lo que minimiza el aumento del radio hidrodindmico de las MNPs.
Mediante esta estrategia, moléculas pequefias, carbohidratos, proteinas
(enzimas o anticuerpos) y acidos nucleicos con grupos amino se pueden
conjugar a grupos carboxilo presentes en el recubrimiento de MNPs o

viceversa, '8

Este tipo de enlace amida se considera uno de los mas
populares en la formacién de conjugados ya que dicha reaccion de
acoplamiento es muy eficiente. La formacién de enlaces amida se puede llevar
a cabo tanto en medio orgdnico como acuoso, siendo este Ultimo el mas
comun para bioconjugaciones, ya que la mayoria de las biomoléculas son

solubles en tampones acuosos.

En el desarrollo de este trabajo, el objetivo principal de este capitulo es la
optimizacidon de la preparacion de MNPs-1 funcionalizadas covalentemente con i)
acidos nucleicos y péptidonucleicos, utilizados como soporte de hebras de ADN”
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complementarias y del farmaco doxorrubicina, asi como vehiculo en la liberacion
controlada de doxorrubicina y ii) un derivado de glucosa que proporciona estabilidad
en medios bioldgicos, como se ha explicado con anterioridad en el capitulo 1.

3.1.1.1 Funcionalizacion con  acidos nucleicos (ADN) vy
péptidonucleicos (APN)

Un factor muy importante en la eficiencia del acoplamiento es el pH de la
reaccion. La activacién de grupos carboxilos con EDC ocurre de manera mas eficaz a pH
3.5-4.5, mientras que la formacién de enlace amida se ve favorecida a pH 4-6. La
estabilidad de la carbodiimida se ve favorecida de manera creciente a valores de pH
superiores a 6.5. El uso de medios ligeramente alcalinos (pH 8.5) limita el
entrecruzamiento, consecuencia de la presencia de grupos carboxilo y amina en una
misma molécula presente en la reaccién.?

Como se ha indicado anteriormente, el reactivo de acoplamiento mas popular
para llevar a cabo la bioconjugacion mediante la formacion de enlaces amida es la 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). La EDC es utilizado para activar los
grupos carboxilo presentes en la superficie de las MNPs-1, formando el intermedio O-
acilisourea, el cual es ldbil en medios acuosos (Figura 5). Este intermedio presenta
atomos de oxigeno que pueden actuar como nucledfilos y provocar la hidrélisis de
éste, inactivandolo para su posterior acoplamiento con grupos amino. Una alternativa
para minimizar los problemas de hidrdlisis del intermedio O-acilisourea y crear un
intermedio de reaccidn activo estable es la adicién de un compuesto hidrofilico como
la N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS). Este se acopla rapidamente con grupos
amino y junto con EDC, forman un intermedio de éster sulfo-NHS solubles en agua,
mas estable y que no se hidroliza con la misma rapidez que el intermedio O-acilisourea
(Figura 5). Las reacciones en la que intervienen EDC y sulfo-NHS son altamente eficaces
y generalmente aumentan la eficiencia de la conjugacién comparado con la que se
obtiene Unicamente con EDC. La reaccion de hidrdlisis del intermedio éster de sulfo-
NHS se ve desfavorecida a pH ligeramente acidos, por lo que aumenta la capacidad de
bioconjugacidn, ya que la especie activa permanece mas tiempo inalterada.™
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Figura 5. Esquema de activacion de los grupos carboxilo de MNPs-1 con EDC vy
acoplamiento con ADN y APN.

Para la conjugacidon de nanoparticulas, es importante mantener las fuerzas de
repulsién adecuadas para asegurar la estabilidad coloidal de la suspensién, debido a
que el intermedio formado en presencia de sulfo-NHS estd fuertemente cargado
negativamente.

Por todos los factores mencionados hasta el momento, en el protocolo de
funcionalizacién desarrollado en este capitulo se han optimizado varios pardmetros
como pH, concentracidn, tipo de tampdn y tiempos de reaccién, para conseguir un
mayor porcentaje de activacién de grupos carboxilos presentes en la superficie de
MNPs-1. Adema3s, hay que tener en cuenta la influencia que los grupos fosfato del ADN
ejercen en la estabilidad coloidal de las MNPs debido al aporte de cargas negativas, asi
como la presencia de grupos amino y carboxilos en una misma hebra de APN,
dificultando wuna funcionalizacion adecuada debido a la probabilidad de
entrecruzamiento con otra hebra de APN.

3.1.1.2 Funcionalizacién con glucosa (Glc)

La funcionalizacién de MNPs-1 con carbohidratos, concretamente un derivado de
glucosa (4-aminofenil-D-B-glucopirandsido, Glc, figura 6), se realiza mediante el
acoplamiento de EDC en una sola etapa, sin necesidad de adicionar sulfo-NHS, método
apropiado para moléculas pequefas y que presentan uno o varios grupos amino en
ausencia de grupos carboxilo.™ La funcionalizacién se ha llevado a cabo siguiendo el

. .. . . .7 21,22
protocolo previamente optimizado en nuestro grupo de investigacion. <~
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4-aminofenil-D-B-glucopiranésido

Figura 6. Estructura del carbohidrato 4-aminofenil-D-B-glucopirandsido (Glc)

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Funcionalizacion del sistema MNPs-1 con acidos nucleicos
(ADN’)

Como se ha descrito en el capitulo 2, la superficie de MNPs-1 se encuentra
recubierta con grupos carboxilo orientado hacia el exterior, favoreciendo la solubilidad
en medio acuoso y aportando grupos funcionales para la conjugacién con diferentes
biomoléculas. La funcionalizacién de las MNPs-1 con acidos nucleicos se ha llevado a
cabo mediante la formacion de un enlace amida entre los grupos carboxilo presentes
en la superficie de las MNPs-1 y los grupos amino del extremo 5 de las hebras de
ADN’, usando EDC y Sulfo-NHS como reactivos de acoplamiento. Se han optimizado
diferentes pardmetros, como pH, concentracién de reactivos, tipo y concentracion de
tampodn, asi como tiempo de activacidn de los grupos carboxilo de las MNPs-1.

3.2.1.1. Busqueda de las condiciones optimas de reaccidn

La optimizacion de los diferentes parametros descritos anteriormente se llevd a
cabo empleando una hebra de ADN’ modificada con un grupo amino en el extremo 5’
(5’-CAGTCGCCAAGCT-3’, ADN’). Para descartar la unién mediante interacciones
inespecificas, se dised un experimento control usando una hebra de ADN de
secuencia complementaria, pero sin la presencia de grupo amino y marcada
fluorescentemente con 6-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5. El aporte de
cargas negativas, tanto de los grupos fosfato del ADN como de la superficie de las
MNPs-1, hace que el entorno de las MNPs fuese adverso debido a efectos de
repulsiones de cargas. Para favorecer la funcionalizacién es necesario evitar este
efecto, buscando las condiciones dptimas de reaccién.

El protocolo de funcionalizacion®® de MNPs-1 con ADN’ consistid inicialmente en la

formacién del intermedio estable activo entre la EDC y sulfo-NHS, seguido de la adicién
de las MNPs-1 para activar sus grupos carboxilo y dodecilsulfato sddico (SDS) como
surfactante, reduciendo asi posibles interacciones entre MNPs y evitando su posible
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2425 Finalmente se adiciond una cantidad fija para todas las pruebas de

agregacion.
ADN’ (4000 pmol) con y sin modificaciéon en 5’ con un grupo amina (figura 7). La
reaccion se llevd a cabo en tampdn MES (acido 2- (N-morfolino) etanosulfénico) en
condiciones 6ptimas de concentracién y pH. La eleccion de MES como tampédn fue

debido a sus efectos minimos de sales y la buena estabilidad quimica y enzimatica.?®

ADN’ (5'-NH,-CAGTCGCCAAGCT-3’)
EDC/Sulfo-NHS ADN’_, o) (5’-FAM-AGCTTGGCGACTG’-3)

MNPs@PMAOQ
SDS 10%

3%Paso

e
| e
5’ agitacion |10’ - 30’ agitacion 16 h agitacién
t.amb i t.amb t.amb

Figura 7. Esquema del procedimiento de funcionalizacién de MNPs-2

Los parametros que se optimizaron en los diferentes ensayos llevados a cabo se
encuentran resumidos en la tabla 1 e incluyen la cantidad de hierro, el tampdn
empleado, el pH de la reaccidn, la cantidad de agentes de acoplamiento, asi como los
tiempos de activacion.

Prueba MNPs-1 Tampon oH EDC S-NHS Tier.npo. ?Ie Vtotal Agregacion
(mg de Fe) (mM) (umol) | (umol) | activacion | (pul)
1 1 MES (10) | 6.1 15 22.5 5' 1250 Sl
2 0.33 MES (10) | 6.1 15 22.5 5' 1250 S
3 0.33 MES (50) | 6.5 15 22.5 5' 1250 NO
4 0.33 MES (50) | 6.5 15 22.5 30' 1250 NO
5 0.33 MES (50) | 6.5 9.4 14 30' 1250 NO

Tabla 1. Busqueda de las condiciones dptimas de reaccion para la funcionalizacion de las
MNPs-1 variando los diferentes parametros.

El primer paso para llevar a cabo la optimizacion de las condiciones de reaccidn en
el procedimiento de funcionalizacién de MNPs-1 con ADN’ consistié en encontrar la
cantidad de hierro de MNPs-1 (cuantificada mediante determinacion de hierro)

adecuada, en condiciones fijas de EDC/Sulfo-NHS con un tiempo corto de activacion,
sin verse afectada la estabilidad coloidal de las MNPs-1. Se comenzo realizando un
ensayo con 1 mg de Fe de MNPs-1 en las condiciones indicadas en la tabla 1, prueba 1,
observando la formacion de agregados tras adicionar las MNPs-1 al intermedio
EDC/Sulfo-NHS, por lo que se pensd en disminuir la cantidad de Fe. Este ensayo se
realiz6 de nuevo disminuyendo la cantidad de hierro a 0.33 mg de MNPs-1 bajo
idénticas condiciones de reaccion (tabla 1, prueba 3). Los resultados obtenidos
indicaron que la disminucion de la cantidad de MNPs-1 manteniendo los equivalentes
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de EDC/Sulfo-NHS iniciales, mejoraba la estabilidad coloidal. Posteriormente, al
adicionar las hebras de ADN’, se observd la desestabilizacion de las MNPs como
consecuencia del exceso de aporte de carga negativa de los grupos fosfato,
ocasionando la formacidn de agregados. Al observar que las condiciones de activaciéon
eras satisfactorias, puesto que las MNPs mantenian la estabilidad coloidal antes de
adicionar el ADN’, se planted la opcién de cambiar las caracteristicas del tampdn (tabla

1, prueba 4). El aumento tanto de la concentracion como del pH (50 mM, pH = 6.5),
compenso la inestabilidad provocada por el aporte de cargas negativas al funcionalizar
las MNPs-1 con hebras de ADN’, y no se observd agregacion.

El siguiente paso en la optimizacién del proceso fue aumentar el tiempo de
activacion de los grupos carboxilos con el intermedio de reaccién formado por
EDC/Sulfo-NHS a 30 minutos (tabla 1, prueba 5), manteniendo las condiciones
empleadas en el ensayo 4. Al comprobar que el aumento del tiempo de activacidn y la
incorporacion de las hebras de ADN’ no afectaban a la estabilidad coloidal en el
procedimiento de funcionalizacion, se pensd que era necesario dicho aumento para
obtener un mayor nimero de grupos carboxilos activos. Para conseguir una relacién
adecuada entre la cantidad de intermedio formado y el mayor porcentaje de grupos
carboxilos posibles para su posterior funcionalizacion, se llevé a cabo otro ensayo mas,
disminuyendo los equivalentes de EDC/Sulfo-NHS (tabla 1, pruebas 6). Esta

disminucion podia favorecer la estabilidad coloidal, asi como reducir el exceso de
intermedio formado. Al igual que en la prueba 5, las hebras de ADN’ fueron
adicionadas al intermedio estable de reaccién, comprobando su estabilidad tras
haberlo dejado reaccionar toda la noche.

La eliminacién del exceso de reactivos se llevd a cabo mediante lavados con
tampon MES (50 mM) pH= 6.5 por centrifugacién a 25000 x g durante 1 h,
consiguiendo asi separar por peso y densidad las MNPs funcionalizadas con ADN de los
subproductos formados en la reaccién y las hebras de ADN en exceso. El
procedimiento de lavado por centrifugacion se realizé cuatro veces, dejando todas las
muestras de los ensayos anteriormente mencionados a la misma concentracidn. Para
establecer las condiciones dptimas del proceso de optimizacion y tener una estimacion
de la cantidad de ADN funcionalizado, se compararon las muestras de MNPs-2 de los
ensayos 5 y 6 mediante la utilizacion de métodos indirectos (3.2.1.2).

Para descartar las uniones inespecificas de las hebras de ADN a las MNPs-1 en el
procedimiento de funcionalizacion, se llevaron a cabo experimentos control, con una

hebra de ADN” marcada en 5 con fluoréforo (FAM) de la misma secuencia, pero
careciendo de grupo amino terminal para MNPs-1 (Control-1) como se muestra en la

Figura 8.
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Procedimiento de Funcionalizacion

HO ) EDC / S-NHS
0 OH MES 50 mM
HO © (pH=6.5)

ADN" (sin NH,)

VAVAVAL Ay

MES 50 mM
(PH=6.5)

Figura 8. Esquema del procedimiento del procedimiento de funcionalizacidon con hebras
de ADN’ y los controles realizados.

3.2.1.2. Cuantificacion de la funcionalizacion mediante métodos
indirectos

Debido al bajo nimero de moléculas de ADN presentes en las MNPs-1, la
cuantificacion directa de la cantidad de ADN’ unida covalentemente a las MNPs-1 no
era viable. La unién se cuantific6 de manera indirecta, mediante un protocolo de
hibridacién y posterior desnaturalizacion de la hebra de ADN” complementaria (5
FAM-AGCTTGGCGACTG 3’) a la funcionalizada en las MNPs-1. Este método de
cuantificacién indirecto proporciona una estimacién de la cantidad de ADN
funcionalizado en la superficie de la MNPs-1, asi como un analisis no destructivo de la
muestra, sin llegar a ser una cuantificacion exacta de la funcionalizacidn. Sin embargo,
es una aproximacioén suficiente y no destructiva para estimar la cantidad de ADN por
miligramos de hierro la muestra.

El procedimiento de hibridacion se llevé a cabo mezclando MNPs-2 con la hebra

de ADN” complementaria marcada con un fluoréforo (FAM) en tampdn PBS (tampdn

fosfato salino) 10 mM (pH= 7.4). La mezcla se mantuvo durante una hora en reposo
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favoreciendo el emparejamiento entre las bases de Watson-Crick mediante la
formacién de enlaces de hidrégeno. Esta mezcla se mantuvo en ausencia de luz para
asegurar la conservacion de las propiedades del fluoréforo. Una vez finalizada la
reaccion, el exceso de hebras de ADN” complementario se elimind de igual manera
que en la purificacién del procedimiento de funcionalizacién (apartado 3.2.1.1). En
este caso, se utilizé tampdn PBS 10 mM (pH= 7.4) y se modificaron las condiciones de
centrifugacién (30 minutos, 20°C, figura 9). Al igual que en el proceso de
funcionalizacién, para descartar las uniones inespecificas de las hebras de ADN en
MNPs-2, se llevaron a cabo experimentos control de hibridacién con hebras de ADN”
marcada con fluoréforo (FAM) de secuencia no complementaria y careciendo de grupo
amino terminal para MNPs-2 (Control-2).

) oY% o "
fo) Ny ADN"

H FAM
H o PAVAVY;

Z:

o Wy PBS 10 mM o
HN™g i 0 ‘::’aCL (pH =7.4) W (o] Ny
é - "o © %
FAM
/ [MNPs-2] [MNPs-El]/
FAM

ADN"
(No complementaria)

NS Y Oy
NH

PBS 10 mM 2

(pH = 7.4)

Figura 9. Esquema del procedimiento de hibridacién de MNPs-2 para construir MNPs-3.

Una vez formada la plataforma funcional junto con los controles (1 y 2) descritos
con anterioridad, se procedi6 a realizar las desnaturalizaciones de los conjugados en
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medio basico’” (NaOH, 2M) durante 2 h. Las hebras de ADN” complementarias
desnaturalizadas fueron separadas de las MNPs mediante centrifugacién a 25000 x g
durante 30 min a 20°C. Tras desnaturalizar la doble hebra se procedié a cuantificar la
fluorescencia de los sobrenadantes, para asi poder estimar la cantidad de ADN’ unido a
la superficie de la MNPs-1 en el primer paso de reaccién (Figura 10).

Hj\g‘ ?%%HJ g EWM
HO»_{M_\ ‘“—\.\0 o NHN\/

%jo—gif%j"gg FAM FWHO ’ if M HN )
L

Desnaturalizacion
Centrifugacion NaOH 2M/2h
25000x g/ 30’/ 20°C reposo

Cuantificacién l EsEectroscoEia Fluorescencial

Figura 10. Esquema del proceso de desnaturalizacion de los controles y el sistema MNPs-3

En el procedimiento de cuantificacion se prepararon disoluciones patron de
diferentes concentraciones, de la hebra complementaria marcada con FAM para
obtener una recta de calibrado que permitiera la extrapolacién de los resultados. Esta
recta también se empled para determinar las interacciones inespecificas que se
produjeron en el procedimiento de funcionalizacién (Control-1). Para determinar las

interacciones inespecificas del proceso de hibridaciéon (Control-2), se utilizé otra recta

de calibrado de iguales concentraciones, pero con una hebra de ADN” no

complementaria marcada con FAM (tabla 2).
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ADN" - FAM (PBS 10 mM, pH=7.4)
Estandar | Concentracion (uM)
A 0.2

0.05
1.25*%107
3.125*10°
7.81%10™
1.95%10™

m | m [O [O |

Tabla 2. Concentraciones empleadas para la calibracidon de medidas de fluorescencia

Las hebras de ADN” desnaturalizadas de las MNPs-3 y los patrones se excitaron a
una longitud de onda de 495 nm vy se recogid la emision a 517 nm. Tras analizar los
resultados obtenidos en los ensayos 5 y 6, se llegd a la conclusién de que las
condiciones de funcionalizacién empleadas en el ensayo 6 eran las idoneas (Figura 11).

Cuantificacion de MNPs-3

70

® Control-1 I
60

M MNPs-3
50
40
30

20

pmol ADN"/mg de Fe

10

5 (150/225) 6 (95/140)
Prueba (EDC/Sulfo-NHS)

Figura 11. Representacion grafica de la cuantificacion de MNPs-3 con dos relaciones de
equivales diferentes de EDC/Sulfo-NHS.

3.2.2 Funcionalizacion de la plataforma MNPs-1 con acidos
nucleicos (ADN’) y péptidonucleicos (APN’)

3.2.2.1. Optimizacion de la proporcion de ADN’ y APN’

Los resultados obtenidos en el procedimiento de funcionalizacidon descrito en el
apartado anterior demostraron que, la utilizacién Unicamente de hebras de ADN’ no
era favorable, ya que los grupos fosfato de las hebras de ADN’, y la densidad de carga
negativa de la superficie de las MNPs-1, aportaban un exceso de carga negativa en el

88



Funcionalizacién de MNPs-1 con ADN y APN

medio favoreciendo las repulsiones estéricas. Una estrategia planteada para solucionar
este problema fue introducir hebras de APN’, molécula artificial, sencilla y carente de
cargas, capaz de almacenar informacién genética y que mantiene Ila
complementariedad con hebras de ADN, como se indico en el capitulo 1. La
investigacion que se llevo a cabo consistié en variar las proporciones de ADN’/APN’
con las condiciones de reaccidn optimizadas anteriormente, para llegar a una
proporcién éptima. Esta proporcidn tenia que ser la idénea para la disminucién de la
densidad de carga del medio. (Tabla 3)

ADN'/APN'
Ensayo | Porcentaje pmol
1 100/0 2000/0

75/25 1500 / 500
50/50 |1000 /1000
25/75 | 500/ 1500

0/100 0/2000

b WiN

Tabla 3. Diferentes ensayos realizados modificando las proporciones de ADN’ y APN’.

La funcionalizacién de las MNPs-1 con las diferentes proporciones de ADN’(5’
CAGTCGCCAAGCT 3’) y APN’ (ACCCAGTCGCCAAGOC) se llevo a cabo de igual manera que
en el apartado 3.2.1.1 en condiciones éptimas. En todos los ensayos realizados con

diferentes porcentajes de ADN’/APN’, las MNPs permanecieron estables en el medio
de reaccion, a excepcion del ensayo utilizando 100 % de hebras de APN’, en el cual al
adicionar el APN’ se produjo la agregacién de las MNPs debido a la desestabilizacion de
la plataforma funcional como consecuencia de la ausencia de carga del APN’.

La hibridacion y desnaturalizacién del sistema formado para estimar el porcentaje

Optimo en funcionalizacidn de ADN’ y APN’ en MNPs-1, se llevd a cabo de igual manera
gue se encuentra descrito en el apartado 3.2.1.2.

Tras analizar los resultados obtenidos para diferentes proporciones, se observé
qgue al aumentar la proporcion de APN’ y disminuyendo la de ADN’, la cantidad de
ADN" hibridado/mg de Fe iba aumentando. Sin embargo, en el ensayo 4 usando 25%
de ADN’ y 75% de APN’ la cantidad de ADN” hibridada comenz6 a disminuir en
comparacion con la proporcién de ADN’/APN’ 50/50. Se pudo concluir tras observar los
resultados que la proporcion optima de ADN’/APN’ en el proceso de funcionalizacion
era 50/50. Esta proporcién mantenia un equilibrio de densidad de carga en el medio
entre la superficie de las MNPs-1 y los grupos fosfato de las hebras de ADN’,
favoreciendo una mayor funcionalizacidn. Las uniones inespecificas de las MNPs-1 con
ADN" sin grupo amino (control-1) se mantuvieron constantes en todos los ensayos
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puesto que no se veian influenciadas por las diferentes proporciones de ADN’/APN’. En
el control-2 se observd que las uniones inespecificas que se producian en las MNPs-2
con hebras de ADN” no complementarias, aumentaban al incrementar
progresivamente el porcentaje de APN’. Por tanto, una disminucidon del aporte de
cargas de los grupos fosfato del ADN’ funcionalizado favorecia las uniones
inespecificas, como consecuencia de la disminucién de repulsiones estéricas entre
grupos fosfato del ADN’ y el ADN” no complementario. Todos estos resultados se

muestran en la figura 12.

MNP's@PMAO@ADN’/APN’@ADN"-FAM (MNPs-5)

330 -

4 Control-1 M Control-2

300 -

250 -

200 -

150 o

100 -+

pmol ADN”/mg de Fe

50 -

_ I
0 R e v - =} = ] =
1 (100) 2(75/25) 3 (50/50) 4 (25/75)
Ensayos (ADN’(%)/APN’(%))

Figura 12. Funcionalizacion de las MNPs-1 con diferentes proporciones de ADN’/APN’

3.2.3 Estudios de estabilidad en medio de cultivo celular de la
plataforma MNPs-5

Una vez optimizado el procedimiento de funcionalizacion de ADN’/APN’ (50/50), era
fundamental estudiar la estabilidad de las MNPs-5 en medio de cultivo celular. Para
ello se realizaron estudios de estabilidad en medio de cultivo suplementado al 10% con
suero fetal bovino, tanto de las MNPs-1, como las MNPs funcionalizadas con
ADN’/APN’ en proporciones optimas (MNPs-4) y las conjugadas con su hebra de ADN”
complementaria (MNPs-5). Mediante microscopia éptica se observd agregacion de las
MNPs en los tres casos, como se muestra en la Figura 13.
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FAM

FAM
on 21" %
o Son  ADN' o/ APN' “NH
S 50
HO (o] o ) 7 FAM

2 on NANANH, ey iRl
HO o EDC / S-NHS

o OH MES 50 mM Yo

Ho' © (pH = 6.5) o ”‘%
<~ FAM

Figura 13. Imagenes del microscopio dptico: A) MNPs-1, B) MNPs-4 y C) MNPs-5

La plataforma funcional formada presentaba una baja estabilidad en medio de
cultivo celular, por lo que fue necesario un nuevo planteamiento para conseguir un
aumento de la estabilidad de las MNPs-1 funcionalizadas con ADN’/APN. Una
alternativa para mejorar la estabilidad fue la funcionalizacién con un derivado de
glucosa (Glc).

3.24 Estabilizacion de MNPs-5 mediante la funcionalizacion con
glucosa (Glc)

La alternativa propuesta consistido en la funcionalizacién de las MNPs-1 con un
derivado de glucosa (4-aminofenil-D-B-glucopirandsido), el cual proporcionaria mayor
estabilidad en medio fisiolégico y mejor internalizacion celular.?? Sin embargo, era
imprescindible encontrar la densidad adecuada de moléculas de glucosa que
proporcionara estabilidad y no bloqueara la superficie de las MNPs-1 para la posterior
funcionalizacién con ADN’ y APN’.

3.2.4.1. Optimizacion de las cantidades de glucosa

Se plantearon dos estrategias en el procedimiento de funcionalizacién con glucosa
(Glc) en MNPs-1 de partida. La primera de ellas era funcionalizar con dos cantidades
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distintas de glucosa (Glc-1, 33.2 umol, 13.8 umol / mg de Fe y Glc-2, 66.4 umol, 27.7
umol / mg de Fe). El procedimiento de funcionalizacion con Glc fue previamente
optimizado en nuestro grupo de investigacién.22 Seguidamente se funcionalizaron las
MNPs-6 con hebras de ADN’/APN’ en la proporcion 50/50. Esta estrategia se planted
para garantizar inicialmente una estabilidad en medio fisiolégico, sin saber cémo podia
afectar a la funcionalizacién de hebras de ADN’/APN’. La segunda estrategia consistio
primero en funcionalizar con hebras de ADN’/APN’ y posteriormente con glucosa
utilizando las mismas condiciones de reaccién y cantidades anteriormente
mencionadas (Figura 14). En esta plataforma funcional, la prioridad era obtener
mejores resultados en la funcionalizaciéon de hebras de ADN’/APN’ y que la posterior
funcionalizacién con glucosa crease la estabilizacién necesaria en medio fisiolégico.

. A
19 Estrategia 2 «
-
2
0.0H HOH,C ADN'«/APN'c. .- o[ 0y, )
OH ™1 | P (A7 J
o4 Zon 0 =Ho{ Fro-{)rnm, sofAPN's (PN U2 Y A
Ho [P 0 HO OH \ Vavaval o’ ~é/ et
bt ’\‘«‘W"AOH - s S "-‘O;
e » 1 " EDC /SSB 50 mM EDC / S-NHS Nl / /%\3,1—‘-,% -
HO- -~ % 540 (pH =9)/ 3h MES 50 mM ~ 8L A N A
Lo OH (pH = 6.5) i HN Yo [un i
HO ’ ) 5
[MNPs-1] [MNPs-6] ¢ [MNPs-7]\\Z«
292 Estrategia \)
S &
= ¢ - Y, )
- o Nyo 4,1’ J - N §
< L% ~ HOH,C, 0] 0wy
He ~ ;=HOn<-_c}-o-C>-NH2 ,L‘-uu;‘ i{ Pat: /\f ~J
HO OH o ‘?_‘b/ L
EDC / SSB 50 mM N i h“;ﬂ/\
= ~J 0o X R A ~\
(pH=9)/3h J ~/ o A~
{ J O ! HN
=N 8 \\7
e L
S 9
[MNPs-1] [MNPs-2] N [MNPs-7]

Figura 14. Esquema de las dos estrategias del proceso de funcionalizacidn con glucosa.

Una vez formadas las dos plataformas funcionales mediante las dos estrategias
planteadas, la conjugacidon con la hebra complementaria de ADN” se llevé a cabo
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Figura 15).
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o]

i ey~ PBS 10 mM (pH = ;}WN
0
jﬁ O_HN % FAM

5 ﬁ%%

[MNPs-7] [MNPs-8]

Figura 15. Esquema general del proceso de hibridacién de las hebras de MNPs-7 con
hebras de ADN” complementarias para formar MNPs-8

Comparacion de las dos estrategias en la funcionalizacion con glucosa

La cuantificacién de la funcionalizacion de las MNPs-8 obtenidas en ambas
estrategias y con dos cantidades de glucosa diferentes (Glc-1 y Glc-2), se llevé a cabo
de manera indirecta usando el procedimiento de desnaturalizacion anteriormente
descrito. Tras analizar los resultados obtenidos, en la 22 estrategia se observaron
valores similares en la cuantificacion del proceso de hibridacién con ambas cantidades
de Glc. Dicho resultado indicaba que la funcionalizacidon con hebras de ADN’/APN’ en
un primer paso, no se encontraba influenciada por la cantidad de Glc adicionada
posteriormente. En cuanto a la 12 estrategia, los resultados indicaron que con menor
cantidad de Glc, la funcionalizaciéon con hebras de ADN’/APN’ se veia favorecida, ya
que la densidad de moléculas de Glc habia dejado un mayor nimero de grupos
carboxilo libres en las MNPs-1 (Figura 16). Asimismo, se observé que empleando
menos cantidad de Glc, los resultados obtenidos eran similares, independientemente
de la estrategia elegida (aproximadamente 140 pmol ADN”’/mg de Fe en la primera
estrategia y 160 pmol ADN”’/mg de Fe en la segunda). Para concluir que estrategia y
cantidad de Glc era la éptima para funcionalizar las MNPs-1, se llevaron a cabo
estudios de estabilidad en medio de cultivo de celular.
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250 MNPs-8
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H Glc-1
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Figura 16. Grafica resumen de los resultados obtenidos en las dos estrategias empleadas
en la funcionalizacién con glucosa

Estudios de estabilidad de las estrategias de funcionalizacion con glucosa

Los estudios de estabilidad en medio de cultivo de las MNPs-8 indicaron una
mejoria satisfactoria con respecto a las MNPs-5 que carecian de moléculas de glucosa,
indicando que efectivamente la presencia del azlcar estabilizaba las MNPs en medios
fisioldgicos. Sin embargo, de las dos estrategias estudiadas fue la primera con una
menor cantidad de glucosa (Glc-1) la que proporcioné una mayor estabilidad a la
plataforma funcional (Figura 17). En adelante, todos los experimentos se llevaron a
cabo usando la menor cantidad de glucosa (Glc, 33.2 umol, 13.8 umol / mg de Fe).

Figura 17. Imagenes del microscopio Optico de las MNPs-8 comparando las dos
estrategias empleadas en la funcionalizacién con dos cantidades de glucosa (Glc-1, Glc-2)
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Caracterizacion de la plataforma funcional MINPs-8

Una vez formada la plataforma MNPs-8 estable en medio fisioldgico, se llevaron a
cabo ensayos para cuantificar la carga de la superficie. Se compararon dos técnicas
como la electroforesis y las medidas de potencial Z. La electroforesis se realizé en un
gel de agarosa al 1% en TBE 0.5x, a 90 V de potencia durante 45 minutos,
proporcionando de manera cualitativa informaciéon del comportamiento de Ia
distribucién de carga en la superficie de las MNPs. Estos resultados se compararon con
las medidas cuantitativas de carga en la superficie mediante la técnica de potencial Z.
Otra de las técnicas que se emplearon para caracterizar la distribuciéon de tamafios de
las MINPs funcionalizadas e hibridadas en suspensidn, fue la de dispersion dindmica de
luz (DLS), llevando a cabo las medidas de igual manera que en el capitulo 2 (Figura
18b).

o a) b) _ _
12 3 _A4_ 56 (B Slstfema Potencial Z (mV) DLS (nm)
funcional pH=7.1
1 | [MNPs-1] -38.1+2.3 29.6+ 1.0
2 | [MNPs-6] -28.8+2.3 31.7+0.3
3
2 [MNPs-7] -29.1+ 1.3 72.6+0.3
5
\ ‘ . [MNPs-8] | -14.8+0.7 | 94.8+0.5
@ 6

Figura 18. a) gel de agarosa indicando la movilidad electroforética de la plataforma
funcional optimizado en cada paso de funcionalizacién e hibridacion; b) medidas de DLS y
potencial Z en PBS 10 mM relacionadas con las plataformas funcionalizadas del gel de agarosa
en TBE 0.5 mM

> Electroforesis en gel de agarosa

En el pocillo 1 se depositaron las MNPs-1 de partida para poder comparar con las
MNPs funcionalizadas e hibridadas posteriormente. El pocillo 2 corresponde a las
MNPs-6 funcionalizadas con glucosa, en las que se observd una disminucion de la
movilidad electroforética con respecto a las MNPs-1 de partida, debido a la
disminucion del nimero de grupos carboxilo libres en la superficie de la MNPs-6. En
cuanto a los pocillos 3 y 4 que corresponden a las MNPs-7 funcionalizadas con

ADN’/APN’ en proporciones 6ptimas (50/50) de dos lotes diferentes, se observd una
migracion similar en ambas muestras, demostrando la reproducibilidad del protocolo
de funcionalizacién. Al comparar las MNPs-7 con las correspondientes MNPs-6 de
partida, se observé también una reduccion de la movilidad electroforética, como
consecuencia de la funcionalizacion con ADN/APN que reducia ain mas el nimero de
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grupos COOH. En los pocillos 5 y 6 se observd un ligero aumento en la movilidad
electroforética de las MNPs-8 tras el proceso de hibridacién con las hebras de ADN”
complementarias al ADN’/APN’, atribuido al aporte de carga negativa correspondiente
a los grupos fosfato de las moléculas de ADN”’ (Figura 18a).

> Potencial Z

Los resultados obtenidos en las medidas de potencial Z no se correspondian con la
informacién aportada por el gel de electroforesis. Se observd una disminucion de la
carga negativa al funcionalizar las MNPs-1 con glucosa (MNPs-5). Sin embargo, al
funcionalizar las MNPs-5 con ADN’/APN’ la reduccion de la carga negativa no fue
significativa comparandola con la obtenida en el gel de electroforesis. Este resultado
demostré que cuando se realizan medidas de potencial Z, hay muchos factores que
pueden ocasionar la variacién de resultados con respecto a los observados en
electroforesis. Dichos factores incluyen el pH, la fuerza idnica, la concentracion y la

12529 Ademds de todos

estabilidad coloidal de las MNPs, asi como su carga superficia
estos factores, el uso de determinados tampones con iones metalicos puede favorecer
una reaccion con los electrodos de la celda de medida, provocando su deterioro y la

degradacion la muestra.*

> Dispersion dindmica de luz (DLS)

En cuanto a los resultados obtenidos en las medidas de los radios hidrodinamicos
de las diferentes MNPs, se observd un aumento de tamafio progresivo con la
funcionalizacidn e hibridacion de la superficie de las MNPs-1 (Figura 18b).

3.2.4.2. Funcionalizacion de MNPs-6 con hebras de ADN’ y APN’ en
diferentes porcentajes

Una vez optimizada la funcionalizacién con glucosa para asegurar la estabilidad de
las MNPs en medio de cultivo celular, se pasé a estudiar la influencia que podia tener
la presencia de la glucosa en la funcionalizacion con diferentes porcentajes de
ADN’/APN’ con respecto al sistema que carecia de glucosa. Los ensayos se realizaron
en iguales condiciones de reaccién (variacion de porcentajes de ADN’/APN’ vy
experimentos como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.2.2.1 (Figura 19).
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Figura 19. Resumen de los resultados obtenidos en la funcionalizacién con diferentes
proporciones de ADN’/APN’ de las MNPs-8

Tras comparar los resultados obtenidos de las plataformas funcionales con vy sin
glucosa (ver figura 12) y con las diferentes proporciones de ADN’/APN’, se observé una
tendencia similar en el proceso de funcionalizacién. En ambos casos (con y sin glucosa)
la cantidad de ADN’/APN’ conjugada a las MNPs se veia incrementada conforme
aumentaba la cantidad de APN, con una excepcion. Al emplear una relacién 25/75
ADN’/APN’, las MNPs sin glucosa mostraban una disminucidon de la cantidad de
ADN’/APN’ unida; sin embargo, en las MNPs funcionalizadas con glucosa (MNPs-6) la
cantidad de ADN’/APN’ seguia creciendo conforme se incrementaba la cantidad de
APN. Esto nos llevd a estudiar si la excepcion en el proceso de funcionalizaciéon de
MNPs-6 se debia a la influencia que ejercia la glucosa en este proceso, estabilizando la
plataforma al disminuir la densidad de carga. Por ello se llevaron a cabo estudios de los
procesos de desnaturalizacién mediante calentamiento global de la funcionalizacién de
MNPs-6 con diferentes proporciones de ADN’/APN’, como se detallara en el capitulo 4
y se observa en la tabla 5. Los resultados obtenidos demostraron que la proporcién
Optima obtenida mediante desnaturalizacién por calentamiento global era de 50/50,
en presencia y ausencia de glucosa en la plataforma funcional, confirmando que la
presencia de la glucosa no influenciaba significativamente el procedimiento de

funcionalizacion.
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Proporcion 6ptima de (ADN'/APN')

NaOH Temperatura
MNPs-5 50/50 50/50
MNPs-8 25/75 50/50

Tabla 5. Comparacién de las proporciones déptimas obtenidas por dos métodos de
desnaturalizacion (NaOH y temperatura) para dos plataformas funcionales MNPs-5 y MNPs-8

3.2.5 Busqueda de las condiciones 6ptimas de hibridacion de la
plataforma MNPs-8

Una vez obtenida la plataforma funcional estable en medio de cultivo celular
(MNPs-8), se pasé a la optimizaciéon del proceso de hibridacidon. La ausencia de
moléculas de Glc en el sistema MNPs-1 favorecia la union de las hebras de ADN’ /APN’
debido a la disponibilidad de todos los grupos carboxilo activados. Sin embargo, como
se ha descrito en el apartado 3.2.4.1, tras funcionalizar las MNPs-1 con glucosa, la
cantidad de ADN’/APN’ disminuia. Por tanto, pensamos que la cantidad de ADN”
necesaria para hibridar y formar las MNPs-8 tendria que ser menor con respecto a la
empleada inicialmente en la formacién de MNPs-5.

En el procedimiento de optimizacidn se estudié en primer lugar la influencia del tipo
y concentracién de tampdn empleado en la hibridacion, y en segundo lugar la cantidad
de ADN” complementario, ya que una adicidn en exceso era innecesaria, debido al
elevado costo de los reactivos.

Influencia del tampon

Los tampones empleados para el procedimiento de hibridacién tenian que
presentar una eleva capacidad amortiguadora y no ser citotdxicos. El PBS ya utilizado
en ensayos anteriores y el HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinaetanosulfénico)
cumplian estos requisitos.

Para estudiar la influencia de los tampones, se llevaron a cabo ensayos con PBS 10
mM y HEPES en dos concentraciones diferentes 10 mM y 100 mM, todos ellos a pH =
7.4. El procedimiento de hibridacién y su posterior cuantificacion por métodos
indirectos se realizaron en iguales condiciones de reaccién que en el apartado 2.1.2. A
la vista de los resultados mostrados en la figura 20, se pudo concluir que la mayor
eficiencia en la hibridacion del ADN” se obtenia con PBS 10 mM y HEPES 10 mM.
Ambos tampones presentaban la misma concentracién y el mismo pH, lo cual indicaba
que la presencia de sales a esas concentraciones podia influir en el procedimiento de
hibridacién.3! EI HEPES 10 mM al tener menor fuerza idnica podia presentar una mayor
eficiencia en la funcionalizacién. Sin embargo, el uso de una concentracion elevada de
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tampon, como fue el caso de HEPES 100 mM dio lugar a una disminucion de la
cantidad de ADN" hibridado.

e Tampén pmol ADN"' / mg de Fe
Cuantificacion PBS 10 mM 1219
EO\NSM HEPES 10 mM 243,7
HEPES 100 mM 39

[MNPs-8]

Figura 20. Esquema representativo de la influencia del tampdn y su concentracién en el
procedimiento de hibridacién

En vista de estos resultados iniciales, se disefid un experimento para estudiar mas
a fondo la influencia de los dos tampones que mostraron mas eficiencia en el proceso
de hibridacion, PBS y HEPES, ambos a 10 mM y pH = 7.4. Los experimentos consistieron
en realizar la hibridacién en dos pasos con dos estrategias diferentes. La primera
estrategia empleada consistid en la hibridacidon de hebras de ADN”’ complementarias,
adicionando la mitad de la cantidad de ADN” (200 pmol) con respecto al empleado
anteriormente en tampdn PBS. Una vez concluida la reaccidén, esta muestra fue
dividida en dos, una de ellas se conservd para su posterior cuantificacion y en la otra se
procedié a una segunda hibridacion adicionando otros 200 pmol de ADN”, pero en
este caso se empled el tampdn HEPES. En cuanto a la sequnda estrategia empleada, la

hibridacién se llevé a cabo igual que en la primera estrategia, con la salvedad que se
utilizd HEPES en el primer paso de hibridacion y PBS en el segundo. Una vez finalizado
el procedimiento de hibridacidn con su posterior purificacidn, todas las muestras se
desnaturalizaron y se cuantificaron como en procedimientos anteriores (Figura 21A).
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Figura 21. A) Esquema representativo de las dos estrategias empleadas en la optimizacidn
del procedimiento de hibridacidn; B) graficas de la eficiencia de la funcionalizacion de las dos
estrategias, comparando los resultados de funcionalizacion de ADN’ (100%) con los obtenidos
en condiciones 6ptimas de ADN’/APN’ (50/50)

Tras analizar los resultados obtenidos en la figura 21B, en la primera estrategia se
observé muy poca diferencia entre el primer paso de hibridacidon en PBS y el segundo
que se llevd a cabo en HEPES, tanto usando ADN’ (100 %) como ADN’/APN’ (50/50). En
cuanto a la segunda estrategia que se planted, en el primer paso de hibridacién en
HEPES se observaron valores bajos con respecto al elevado aumento de la eficiencia en
la posterior hibridacién con PBS. Al comparar las MNPs-6 funcionalizadas sélo con
ADN’ en las 2 estrategias, la eficiencia en el proceso de hibridacidon era mayor en la 22
estrategia, mientras que para las MNPs-6 funcionalizadas con hebras de ADN’/APN’ en
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condiciones dptimas (50/50), presentaban similares resultados, independientemente
de estrategia empleada. Si se compara la naturaleza de ambos tampones, se puede
concluir que la fuerza iénica del PBS 10 mM (137 mM de NacCl) hace que la conjugacién
de las hebras de ADN” complementario fuera mas favorable (efecto que en el
procedimiento de desnaturalizacion implica una mayor estabilidad como se detalla en
el capitulo 4). En cambio, el tampdn HEPES carecia de tan elevada fuerza iénica por lo
que la conjugacién se veia menos favorecida. Por tanto, se llegd a la conclusién que la
utilizacidon de PBS 10 mM en el procedimiento de hibridacién era la mas adecuada.

Optimizacion de la cantidad de ADN’”’ complementario en la hibridacion

En el procedimiento de hibridacidn inicial se partia de una cantidad de 400 pmol
de ADN” complementario como se indicd anteriormente, pero la presencia de la
glucosa disminuia la eficiencia de funcionalizacion con ADN’/APN’ y como
consecuencia, se observaba una menor hibridacién. Por tanto, se pensé que
probablemente se estaba adicionando innecesariamente un exceso de ADN”
complementario. El planteamiento que se llevé a cabo para optimizar la cantidad
adecuada en el proceso de hibridacion fue la utilizacion de hebras de ADN”
complementarias marcadas con un fluoréforo (Dy490), capaz de bloquear hebras de
ADN’/APN’, y no ser detectado en el espectrometro de fluorescencia. El uso del
fluoréforo Dy490 se habia planteado inicialmente para poder seguir la internalizacién
de la plataforma funcional de MNPs-8 en células, debido a su estabilidad a pH acido.
Sin embargo, este fluoréforo demostré una disminucion significativa de la intensidad
de emisién en las condiciones bdsicas (NaOH 2M) en las que se llevaba a cabo la
desnaturalizacion. Esta propiedad fue aprovechada para la utilizacion del Dy490 como
hebra bloqueante en el proceso de hibridacién. La cuantificacién de la cantidad optima
de ADN” complementario se realizdé con una segunda hibridacién, adicionando una
cantidad fija de hebras de ADN”” complementario marcado con FAM, que a diferencia
del Dy490, mostraba altos valores de emisién a pHs basicos (Figura 22).
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Figura 22. Representacion grafica de la influencia del pH en los fluoréforos Dy490 y FAM.
A) Disminucion de la intensidad del Dy490 al aumentar el pH para una misma concentracién

(estandar A (0.2 uM); B) Variaciéon de la intensidad del FAM al aumentar el pH con diferentes
concentraciones.

El ensayo realizado en el procedimiento de optimizacién de la cantidad idonea de
ADN” complementario consistié en llevar a cabo una doble hibridacién. En la primera
hibridacidon se adiciond a las MNPs funcionalizadas una cantidad creciente de ADN”
complementario marcado con Dy490 actuando como bloqueante en PBS 10 mM (pH =
7.4). Tras la purificacién, se procedido a la segunda hibridaciéon adicionando una
cantidad fija de ADN”” complementario marcado con FAM y su posterior cuantificaciéon
como se muestra en la figura 23.

N

12 Hibridacién 22 Hibridacién
PBS 10 mM (pH=7.4) | | PBS 10 mM (pH = 7.4)

ININS s ININS -

; E Optimizacion de la cantidad ADN"-FAM

ﬂ B ADN' M ADN'/APN'

Cuantificacién

NSNS

12 hibridacion | 22 hibridacién
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pmol ADN'/mg de Fe
S

] I
130 .
Prueba pmol pmol 33
1 0 50
2 100 30
3 200 400 o
4 300 0/400  100/400 200/400  300/400  400/400
5 400 Ensayos (Dy490 (pmol)/FAM (pmol))

Figura 23. Procedimiento de optimizacién de la cantidad de ADN”’ complementario

Los resultados obtenidos en la cuantificacidon de las diferentes pruebas realizadas
demostraron que, en la prueba 2 donde se adicionaban 100 pmol de ADN”-Dy490
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bloqueante y 400 pmol de ADN”’-FAM se observaba un ligero descenso de la cantidad
de ADN”-FAM con respecto a las demas pruebas. La adicién de diferentes cantidades
de ADN”’-Dy490 (pruebas 3-5) no afectaba a la eficiencia de hibridacion con ADN”’-FAM
manteniéndose practicamente constante. En cuanto a los resultados obtenidos en la
eficiencia de hibridaciéon en la prueba 1, en ausencia de hebra de ADN’-Dy490, se
observé una similitud con las pruebas 3-5 que presentaban hebras de ADN”’-Dy490
bloqueante. Estos resultados indicaron que las cantidades éptimas en el proceso de
hibridacién correspondian a la prueba 1. Las pruebas 1-5 se llevaron a cabo
funcionalizando las MNPs-6 con ADN’ (100%) y en condiciones dptimas de ADN’/APN’
(50/50), observando que las plataformas funcionales formadas presentaban la misma
tendencia en ambos casos.

Influencia de la longitud de la hebra complementaria a la eficiencia de la

hibridacion

Otro parametro que se debia tener en cuenta para obtener una plataforma
adecuada para liberacién controlada aplicando hipertermia magnética era la longitud
de la hebra de ADN” complementaria marcada con FAM. Como se indicé en el capitulo
1, la desnaturalizacion depende de varios factores, uno de ellos siendo la temperatura
de desnaturalizacién, la cual depende de la naturaleza de las hebras y de la fortaleza
de las conjugaciones de ADN’/ADN"” y APN’/ADN”. Por ello, se planted la formacién de
la plataforma MNPs-8 con tres longitudes diferentes de hebras de ADN”
complementario con 9 (5-FAM-AGCTTGGCG-3’), 11 (5’-FAM-AGCTTGGCGAC-3’) y 13
(5’-FAM-AGCTTGGCGACTG-3’) pares de bases (pb), respectivamente. La longitud de
cadena influia en el proceso de hibridacién ya que, a menor longitud de hebra, se
necesitaba una menor temperatura de melting. El ensayo de la influencia de longitud
de las hebras de ADN” complementario se llevéd a cabo mediante el proceso de
funcionalizacién, hibridaciéon y posterior desnaturalizaciédn como se ha descrito con
anterioridad, cuantificando mediante espectroscopia de fluorescencia (Figura 24).
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Influencia de longitud de la hebra
complementaria en la hibridacion
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Figura 24. Representacién grafica de la influencia de la longitud de la hebra

complementaria de ADN”’-FAM en la eficiencia del procedimiento de hibridacién

Con el planteamiento de este ensayo, se queria llegar a un equilibrio entre la
eficiencia del procedimiento de hibridacion y una facil desnaturalizacion, estudios que
se desarrollardn en el capitulo 4. Como cabia esperar, los resultados observados
indicaron una mayor eficiencia de hibridacién con la hebra de ADN”’-FAM de 13 pb, y
conforme iba disminuyendo la longitud de hebra esta eficiencia disminuia. La mayor
eficiencia en la hibridacién con hebras de ADN”’-FAM de 13 pb era debida al mayor
nimero de pares de bases unidos de los conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”
formados. Las conjugaciones de ADN’/ADN” y APN’/ADN”’ con un mayor nimero de
pb, necesitaban un aporte mayor de energia para desnaturalizar sus hebras, por lo que

eran mucho mas robustas cuando se les aplicaban estimulos externos.

3.3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha optimizado la formacion de la plataforma funcional MNPs-8,
formada por MNPs-1 funcionalizadas covalentemente con glucosa y ADN’/APN’ en
condiciones dptimas (50/50), y conjugadas con el ADN” complementario.

En primer lugar, se ha llegado a la optimizacidn de las condiciones de reaccién de
funcionalizacién estudiando parametros como pH, tipo y concentracién de tampon,
concentraciones de reactivos, tiempos de activacion de grupos carboxilo mediante la
formacion del intermedio estable EDC/Sulfo-NHS y cantidad de hierro de MNPs-1.

A continuacion, se ha optimizado el procedimiento de funcionalizacién/hibridacion.
Para ello, las MNPs-1 se han funcionalizado con glucosa y diferentes proporciones de
ADN’ y APN’ mediante uniones covalentes a la superficie de MNPs-1. En el
procedimiento de hibridacion se han utilizado dos hebras de ADN” complementarias,
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de igual secuencia y con dos fluoréforos diferentes (FAM y Dy490). El primer fluoréforo
se ha utilizado en el proceso de cuantificacién de la proporcidon 6ptima de ADN’/APN’,
y el segundo como agente bloqueante en la hibridaciéon para optimizar la cantidad de
ADN”. Los resultados obtenidos en el procedimiento de hibridacién/ desnaturalizacién
de las MNPs-5, han mostrado que la proporcion éptima para la funcionalizacién de
MNPs-1 con ADN/APN es de 50/50. El proceso de hibridacién esta influenciado por la
concentraciéon y naturaleza del tampdn. Se han utilizado PBS y HEPES 10 mM pH=7.4
para optimizar las condiciones de hibridacidon, observando una mayor eficiencia
utilizando el tampdn PBS.

Los estudios de estabilidad en medio de cultivo celular han demostrado que las
MNPs-8 funcionalizadas con glucosa tenian una estabilidad satisfactoria, a diferencia
de las MNPs-5 que carecian de ella.

Los ensayos llevados a cabo para investigar la influencia que ejerce la longitud de
las hebras de ADN”” complementario (13, 11 y 9 pb) en la hibridacion han demostrado
que la hebra de 13 pb es la mds adecuada. El mayor numero de pb coincidentes hace
que la unién por puentes de hidréogeno sea mayor y como consecuencia estos
conjugados sean mas fuertes y estables a las respuestas de estimulos.

En resumen, se ha formado una plataforma funcional estable en medio de cultivo
celular, capaz de hibridarse y desnaturalizarse con una eficiencia elevada, ideal para
posteriores aplicaciones en liberacidon controlada mediante calentamiento global e
hipertermia magnética que se describirdn en el capitulo 4.

3.4. MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos y disolventes empleados en la realizacion de este trabajo fueron
adquiridos en casas comerciales (Sigma Aldrich, Acros Organics), exceptuando los ADN
y APN que fueros adquiridos en la empresa Nanoimmunotech (Zaragoza).

En todos los procedimientos que se describen a continuacion se realizaron ensayos
de cada muestra por triplicado, verificando asi que los resultados obtenidos eran
viables.

3.4.1 Funcionalizacion de MNPs-1 con acidos nucleicos (ADN’)

3.4.1.1. Procedimiento general de funcionalizacion

En un eppendorf se mezcld EDC (100 mM) con Sulfo-NHS (100 mM) en tampdn
MES durante 10 minutos en continua agitacion a temperatura ambiente. A esta mezcla
se anadieron las MNPs-1 junto con 10 ul SDS al 10% ajustando hasta un volumen final
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de 1210 pl La mezcla se mantuvo en agitacion y se evalué de manera visual la
agregacion de las MNPs.

e Funcionalizacion con 1 mg de Fe de MNPs-1

La reaccién se llevd a cabo siguiendo el procedimiento general mezclando 15
umol de EDC con 22.5 umol de Sulfo-NHS y 1 mg de MNPs@PMAO en MES (10
mM) pH = 6.1. Esta mezcla se mantuvo en agitacion durante 5 minutos y se evalué
su agregacion de manera visual.

e Funcionalizacion de 0.33 mg de Fe de MNPs-1

Las reacciones se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento general
mezclando 15 umol de EDC con 22.5 pumol de Sulfo-NHS y 0.33 mg de MNPs-1; en
un eppendorf se adicioné tampdn MES (10 mM) pH = 6.1 y en otro MES (50 mM)
pH = 6.5. Las mezclas se mantuvieron en agitacion durante 5 minutos.
Posteriormente se afiadieron 2000 pmol (50 pmol/ul, 40 ul) de ADN’ modificado
en el extremo 5’ con un grupo amino, observando visualmente la agregacién de la
mezcla en MES (10mM) pH = 6.1. La mezcla en tampdn MES (50 mM) pH = 6.5 no
presentd signos de agregacion y se mantuvo en continua agitacién durante toda la
noche a temperatura ambiente.

e Optimizacion de la funcionalizacion de 0.33 mg de Fe de MNPs-1 con MES (50
mM) pH=6.5

La reaccion se llevd a cabo siguiendo el procedimiento general mezclando 0.33
mg de Fe de MNPs-1 con cantidades crecientes de EDC (9.5 y 15 umol) y Sulfo-NHS
(14 y 22.5 umol), en igual relacién de equivalentes en un volumen de 1210 ul de
MES (50 mM) pH = 6.5. Las mezclas se agitaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 2000 pmol (50 pmol/ul, 40 pl) de ADN’
modificado en el extremo 5’ con un grupo amino y la reaccién se mantuvo en
continua agitacién durante toda la noche a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizd el tratamiento de purificacién del exceso de
reactivos. Para ello, la mezcla obtenida se centrifugd a 25000 x g durante 30
minutos a 4°C. Finalizado este tiempo, se eliminaron los sobrenadantes, y se
resuspendieron las MNPs-2 en 1 ml de MES (50 mM) pH= 6.5, se centrifugaron de
nuevo en las condiciones descritas anteriormente y se elimind 1 ml de
sobrenadante de cada muestra. El tratamiento de purificacion mediante lavados
por centrifugacidn se realizd 3 veces. Una vez terminada la purificacién, las MNPs-
2 formadas se guardaron a una concentracion de 3.3 mg de Fe/ml.
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3.4.1.2. Hibridacion del sistema MNPs-2 con una hebra ADN”’-
fluoréforo (FAM)

En un eppendorf se mezclaron 52.8 ug de Fe (3.3 mg de Fe/ml) de MNPs-2 y 400
pmol de ADN” complementario (100 puM) marcado con un fluoréforo (FAM), en
tampdn PBS 10 mM (pH = 7.4) hasta un volumen de 400 pl y la mezcla se mantuvo
durante 1 hora en reposo, a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Transcurrido
este tiempo, se procedid al tratamiento de purificacion del exceso de ADN”
complementario que no habia reaccionado, centrifugando las muestras a 25000 x g
durante 20 minutos a 20 °C y eliminando los sobrenadantes. Posteriormente se
resuspendieron las MNPs-3 precipitadas en 800 pl de PBS 10 mM (pH = 7.4), se
centrifugaron a 25000 x g durante 20 minutos a 20 °C y se eliminaron los
sobrenadantes. Este procedimiento de purificacion se llevd a cabo 3 veces,
seguidamente se adiciond un volumen de PBS 10 mM (pH = 7.4) para obtener MNPs-3
con una concentracién de 0.132 mg de Fe/ml. Los sobrenadantes de todos los lavados
se reservaron para posteriormente cuantificar la cantidad de ADN” complementario
no hibridado. En el apartado 4.5 se describe la utilizacion de la hibridacion como
método indirecto de cuantificacion para estimar las condiciones dptimas de
funcionalizacion de MNPs-1 con ADN’.

3.4.2 Funcionalizacion del sistema MNPs-1 con acidos nucleicos
(ADN’) y péptidonucleicos (APN’)

3.4.2.1. Busqueda de las proporciones éptimas de ADN’/APN’

El procedimiento de funcionalizacion de MNPs-1 con ADN’ y APN’ se llevd a cabo
de igual forma que en el apartado 4.1.1, con las condiciones de reaccién ya
optimizadas y adicionando ADN’ y APN’ en cantidades decrecientes de ADN’ y
crecientes de APN’ respectivamente:

i) ADN’190 = 2000 pmol de ADN’ (50 pmol/pl)

ii) ADN’75/APN’;5= 1500 pmol de ADN’ y 500 pmol de APN’ ambos de (50 pmol/pul)

iii) ADN’50/APN’sqg = 1000 pmol de ADN’ y 1000 pmol de APN’ ambos de (50
pmol/ul)

iv) ADN’,5/APN’;5 = 500 pmol de ADN’ y 1500 pmol de APN’ ambos de (50 pmol/ul)

v) APN’190=2000 pmol de APN’ (50 pmol/pl)

Estas mezclas se mantuvieron en continua agitacién durante toda la noche a
temperatura ambiente. El tratamiento de purificacion se realizd6 como en el
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procedimiento general descrito en el apartado 3.4.1.1. Una vez terminada la
purificacion, las MNPs-2 se dejaron a una concentracion de 3.3 mg de Fe/ml.

La cuantificacién de las MNPs-1 funcionalizadas con ADN’ y APN’ se llevé a cabo
mediante métodos indirectos de hibridacion y posterior deshibridacidén de las hebras
de ADN” complementaria marcada con un fluoréforo (FAM) descritos en el apartado
3.4.5.

3.4.3 Optimizacion de la funcionalizacion con glucosa de la
plataforma MNPs-4

e 12 Estrategia

En un eppendorf de 2 ml se mezclaron dos cantidades de 4-aminofenil-B-D-
glucopiranésido (Glc-1, 10 mg, 33.2 umol, 13.8 umol / mg de Fe y Glc-2, 20 mg, 66.4
umol, 27.7 umol / mg de Fe) en 960 pl de tampdn tetraborato sédico SSB (50 mM, pH
=9.0), junto con 2.4 mg de Fe de MNPs-1. Posteriormente se afiadié EDC (25, 50 umol)
en 50 ul de SSB, en proporcidn de 0.75 equivalentes con respecto a la cantidad de Glc-
1 o Glc-2. Se agitaron las mezclas durante 30 minutos y se adiciond de nuevo EDC (25,
50 umol) en 50 pl de SSB, manteniendo las mezclas de reaccidn en continua agitaciéon
durante 3 horas a temperatura ambiente. Los excesos de reactivos afadidos fueron
eliminados realizando 4 lavados con agua Mili-Q (4620 x g, 8 min) utilizando
dispositivos de filtracion por centrifugacion con membranas de celulosa (Amicon,
MilliPore, 100 kDa). Finalizado el proceso de lavado, las mezclas obtenidas fueron
filtradas usando filtros de acetato de celulosa (diametro de poro 0.22 um, Millipore) y
se determind la concentracidn de Fe de las muestras siguiendo el método descrito en
el apartado 3.4.6.2.

e 22 Estrategia

A las MNPs-4 disueltas en 1020 pl de MES (50 mM, pH = 6.5), se le afiadid la
cantidad de Glc correspondiente ((1x, 13.8 umol / mg de Fe), (2x, 27.7 umol / mg de
Fe)) en 130 pl de SSB, con respecto a los 52.8 ug de Fe presentes en cada muestra.
Seguidamente se llevd a cabo el mismo procedimiento de funcionalizacién que en la 12
estrategia. Terminado el tiempo de reaccién, se eliminaron los reactivos en exceso
mediante el protocolo de purificacion descrito anteriormente y las MNPs-1
funcionalizadas se dejaron a una concentracion de 3.3 mg de Fe/ml.

Para estimar la funcionalizacion de ADN’/APN’ en ambas estrategias, se realizé
una hibridacién/deshibridacion de las hebras de ADN” complementarias modificadas
con FAM (apartado 3.4.5).
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Una vez formada la plataforma funcional, se comprobd la estabilidad coloidal que
presentaban dichas MNPs (apartado 3.4.6.5)

3.4.4 Optimizacion de la hibridacion de MNPs-7

3.4.4.1. Hebra ADN"” actuando de bloqueante

En un eppendorf se mezclaron 52.8 ug de Fe (3.3 mg de Fe/ml) de MNPs-7 con
cantidades crecientes (0, 100, 200, 300 y 400 pmol) de ADN” complementario (100
KUM) marcado con un fluoréforo (Dy490), en tampdn PBS 10 mM (pH = 7.4) hasta un
volumen de 400 pl. La mezcla se mantuvo durante 1 hora en reposo, a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. Transcurrido ese tiempo, se procedié al tratamiento de
purificaciéon del exceso de ADN” complementario que no habia reaccionado, realizd
como en el apartado 3.4.1.2. Este procedimiento de purificacidon se llevé a cabo 3
veces. Seguidamente se realizd una segunda hibridacién, afadiendo 400 pmol de
ADN” complementario (100 uM) marcado con FAM, en tampdén PBS 10 mM (pH = 7.4)
hasta un volumen de 400 pl, en reposo durante una hora, a temperatura ambiente y
en ausencia de luz. El tratamiento de purificaciéon para eliminar el exceso de ADN”’-
FAM, se realizd como explicado anteriormente. A las MNPs-7 ya purificadas se les
adicioné un volumen de 320 ul de PBS 10 mM (pH = 7.4) para que su concentraciéon
fuera 0.132 mg Fe/ml. Esta doble hibridacion se realizé para MNPs-6 funcionalizadas
con 100% de ADN’ y para ADN’/APN’ (50/50).

3.4.4.2. Longitud de la cadena de la hebra de ADN”

400 pmol de ADN”’-FAM complementario conteniendo 9, 11 y 13 pb (100 uM) se
mezclaron con 52.8 pg de Fe (3.3 mg de Fe/ml) de MNPs-1 funcionalizadas con
ADN’/APN’ y la mezcla se mantuvo durante 1 hora en reposo, en ausencia de luz y a
temperatura ambiente. La eliminacion del exceso de ADN”-FAM se llevd a cabo
siguiendo el mismo protocolo que en el apartado 3.4.3.1.

Las cuantificaciones de las hibridaciones de ambos ensayos se realizaron mediante

la deshibridacion de las hebras de ADN”” complementarias (apartado 3.4.5).
3.45 Cuantificacion de la funcionalizacién/hibridacion

La cuantificacion de la funcionalizacion MNPs se llevd a cabo mediante la

desnaturalizacion de las hebras de ADN” complementarias marcadas con FAM. A las
muestras de concentracién 0.132 mg de Fe/ml en 400 pl de tampdn PBS 10 mM se les
adiciond NaOH (2M, 4 ul) y se dejaron reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente,
en reposo y en ausencia de luz. Transcurrido el tiempo se centrifugaron las muestras a
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25000 x g, durante 30 minutos a 20 °C. Se tomaron 320 pl de los sobrenadantes,
reservandolos para la posterior cuantificacién usando espectrometria de fluorescencia.
Las medidas se realizaron excitando el fluoréforo (FAM) a A = 495 nm y midiendo la
emisién a A = 517 nm. Los datos obtenidos fueron extrapolados a una recta de
calibrado (apartado 3.4.6.1).

La cuantificacién de la hibridacién de las MNPs se llevdo a cabo midiendo los 4

sobrenadantes reservados en el procedimiento de purificacion, para ello se tomaron
100 pl de los 2 primeros sobrenadantes y se diluyeron hasta 1 ml con PBS 10 mM, los
otros dos sobrenadantes se tomaron 100 ul y fueron medidos directamente en el
espectrofotémetro de fluorescencia. Todas las muestras fueron medidas con las
mismas condiciones de excitacion y emisién anteriormente mencionadas, vy
extrapoladas a la recta de calibrado correspondiente.

Los controles 1 y 2 se obtuvieron mediante el método de hibridacién descrito en el
apartado 4.1.2. y posteriormente se cuantificd de igual forma que la cuantificacién de
la funcionalizacién de MNPs descrita en este apartado.

e Control-1: 52.8 ug de Fe de MNPs -1 se mezclaron con 400 pmol de hebra
complementaria ADN"’-FAM, la cual carecia de grupo amino, junto EDC (9.5
umol) y Sulfo-NHS (14 umol) en MES 50 mM (pH = 6.5)

e Control-2: 52.8 ug de Fe MNPs-1 funcionalizadas con ADN’ o ADN’/APN’ se
mezclaron con 400 pmol de hebra no complementaria ADN”’-FAM a PBS 10
mM (pH =7.4).

Para formar los patrones estandar se tomaron 400 pmol de ADN”’-FAM (100 pM) y

se diluyeron hasta 2 ml en tampdén PBS 10 mM (Estandar A, 0.2 uM) a partir éste
patron se realizaron éstas diluciones: Estdndar B (0.05 pM), C (1.25*10° uM), D
(3.125*%1073 uM), E (7.81*10™* uM), F (1.95*10™ uM). Seguidamente se tomaron 500 pL
de estos patrones y se les adicionaron 10 pl de NaOH. Estos patrones se han utilizado

para la representacion de la recta de calibrado y para cuantificar la funcionalizacién de
las diferentes plataformas. Para representar la recta de calibrado y cuantificar los
sobrenadantes de los lavados, se tomaron 100 ul de cada patrén anteriormente
mencionado, sin ningun tratamiento. Todos los patrones se midieron en iguales
condiciones que las plataformas funcionales formadas.
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3.4.6 Métodos de caracterizacion

3.4.6.1. Cuantificacion de la fluorescencia

La fluorescencia se midid en un espectrometro de fluorescencia (Perkin Elmer LS
55, 120V) a temperatura ambiente en una cubeta de cuarzo Suprasil® de 3 ventanas
(@S-3 mm, 45 pl, ultra Micro Hellma). Los patrones y los sobrenadantes de las
muestras MNPs-3, MNPs-5, MNPs-8 y MINPs-10 se excitaron a una longitud de onda de
495 nm, emitiendo a una longitud de onda del rango de 517 - 518 nm. Los valores de
emision obtenidos de los patrones fueron empleados para representar una recta de
calibrado y poder extrapolar los valores de emisidn obtenidos de las muestras
anteriormente mencionadas.

3.4.6.2. Determinacion de la concentracion de hierro

La determinacién de la concentracion de Fe de todas las muestras de este capitulo
se llevd a cabo de igual forma que en el capitulo 2 (apartado 2.4.3).

3.4.6.3. Electroforesis en gel de agarosa

La preparacion del gel de agarosa, posterior carga de todas las muestras de este
capitulo y aplicacién de voltaje se llevé a cabo de igual forma que en el capitulo 2
(apartado 2.4.3).

3.4.6.4. DLS

Se midid el radio hidrodindmico de cada muestra, a pH en torno a 7 y con una
concentracién estimada de 0.1 mg de Fe/ml en KCl. Los valores obtenidos fueron
tratados en funcidn de la distribucidn en intensidad y nimero a temperatura ambiente
y realizando 5 medidas. El equipo empleado fue un Brookhaven Zeta PALS.

3.4.6.5. Potencial Z

En cuanto a las medidas de potencial Z para determinar la carga superficial de
cada muestra, se tomaron en un equipo Malvern Zetasizer a 25°C y realizando 5
medidas

3.4.6.6. Estudio de estabilidad en medio de cultivo celular

Se mezclaron 50 pl de medio de cultivo suplementado al 10% de suero fetal
bovino (CDMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, terminologia en inglés) con 5
ug de Fe de cada muestra de MNPs (MNPs-1 a MNPs-10). La placa de 96 pocillos en la
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que se adicionaron las muestras se mantuvo a temperatura ambiente en reposo y las

muestras fueron observadas en el microscopio dptico transcurridas 24 h.
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Capitulo 4

Estudios de desnaturalizacion de
ADN” mediante calentamiento global
e hipertermia magnética

4.1. INTRODUCCION

En el capitulo 3, se ha disefiado una plataforma funcionalizada con acidos nucleicos
y péptidonucleicos estable en medio fisiolédgico para aplicaciones en liberacion
controlada de farmacos mediante hipertermia magnética. Para ello se necesita un
estudio previo de los factores que pueden influir en Ia liberacién. Uno de los factores
mas importantes para la liberacidon es la fuerza de unién entre las hebras de ADN y
APN, directamente relacionada con la temperatura de desnaturalizacion de los
conjugados a estudiar.

Como se indicé en el capitulo 1, los oligonucledtidos y sus analogos son cada vez
mas interesante debido a sus aplicaciones biomédicas.! Cabe destacar a los acidos
péptidonucleicos (APN), los cuales ademas de ser capaces de conjugar ADN con alta
afinidad y selectividad,? presentan una carga neutra en su cadena principal.3 La unién
de los conjugados APN/ADN es mas fuerte en comparacion con la conjugacion
ADN/ADN, debido a la falta de repulsidon de cargas entre las cadenas, por lo que sus
temperaturas de desnaturalizacion al 50 % o temperaturas de melting (Tm)
generalmente son mas altas.* Hay numerosos estudios sobre como la naturaleza y
concentracion de la soluciéon en la que se encuentran, la longitud de cadena a
conjugar, asi como la existencia de pares de bases desapareados, afectan a la
estabilidad térmica de los conjugados formados dependiendo si se encuentran en
disolucién o inmovilizados en superficies.‘r"6 Todo esto se traduce en una temperatura
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de desnaturalizacién (Tm) que puede favorecer en menor o mayor medida el proceso
de liberacién de hebras de ADN” del conjugado (Figura 1).

\:_l l Desnaturalizacién del 100% I

Abs (260 nm)

: _
@1) ~— | Desnaturalizacion del 50% I

57.3

Temperatura(°C)

Figura 1. Representacién del proceso de desnaturalizacion de dos hebras de ADN. La
desnaturalizacion del 50 % (Tm) corresponde a la temperatura que se aplica para deshibridar la
mitad de los pares de bases que componen las hebras. La desnaturalizacién al 100% indica la
temperatura a la cual las hebras de ADN se encuentran completamente deshibridadas.

Para evaluar los efectos de la fuerza idnica en la conjugacién de APN/ADN vy
ADN/ADN, Park y colaboradores’ llevaron a cabo estudios con diferentes soluciones
salinas (NaCl 137 mM y 20 mM), observando la estabilidad térmica que presentaba
cada conjugado. De este estudio se deduce que la estabilidad de los conjugados
APN/ADN depende de la fuerza idnica de manera diferente que en los conjugados
ADN/ADN. Mientras que para APN/ADN el conjugado se desestabiliza ligeramente al
aumentar la concentracion de sal, para el conjugado ADN/APN se estabiliza
fuertemente. El comportamiento de ambos conjugados se compard ademas usando 3
longitudes diferentes de APN con tampones de alta y baja fuerza idnica, obteniéndose
resultados concordantes con el estudio anterior.® En todos los casos, las Tm
aumentaban con la longitud de la cadena APN, como era de esperar, debido a que para
un mayor numero de pares de bases conjugadas se necesitaba un mayor aporte de
energia para poder romper los enlaces de hidrogeno que mantienen las dobles
hebras.’

Cabe destacar el incremento de estabilidad en la hibridacion de APN/ADN con

cadenas totalmente complementarias en disoluciones de baja fuerza idnica, debido a
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la liberacion de contraiones tras la conjugacion.? Si la conjugacion no tiene todos los
pares de bases complementarias este efecto se ve atenuado.

Sin embargo, este mismo éstudio’ demostré que sobre superficies de oro, la
estabilidad de los conjugados APN/ADN son independientes de la fuerza idnica del

tampon utilizado.
4.1.1 Métodos de liberacion controlada

En la ultima década, se han logrado grandes avances en el disefio y desarrollo de
plataformas funcionales basadas en nanoparticulas para la liberacién controlada de
principios activos. Siempre lo que se pretende es mejorar la estabilidad y la
farmacocinética del principio activo. Uno de los principales atractivos en el empleo de
NPs, es la posibilidad de disefiar sistemas multifuncionales (Figura 3). El empleo de
MNPs puede resultar muy interesante, ya que de esta manera se puede incluir la
funcionalidad propia de la MNPs a la biofuncionalidad de las biomoléculas conjugadas
a su superficie (agentes estabilizantes, principios activos, , ADN, APN, etc.).

@ - ADN/APN
\

Vv

Principios -\

activos

e
Fluoréforo

Agente
estabilizante
(glucosa)

Figura 3. Disefio de MNPs multifuncionales recubiertas con varios agentes para permitir
aplicaciones con multiples fines.

Como se menciona en el capitulo 1, los métodos de liberacién de farmacos se
pueden clasificar en dos categorias: liberacion sostenida y liberaciédn mediante
estimulos internos (variacién de pH, concentraciones de iones o enzimas)10 o externos

11-1 .
’La ventaja

(luz, ultrasonido, campo eléctrico, campo magnético y calentamiento).
del empleo de sistemas de liberacion controlada de principios activos empleando
estimulos externos, es que se pueden emplear para controlar a tiempo real la dosis

deseada.
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En este trabajo presentamos un sistema de liberaciéon de doxorrubicina, mediante el
empleo de hebras de acidos nucleicos y péptidonucleicos hibridados a las presentes
sobre la plataforma funcional MNPs-8. Para ello, se utilizardn campos magnéticos
alternos como estimulo externo para inducir un calor local en la superficie de las
nanoparticulas.

4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1. Estudios de la temperatura de desnaturalizacion (Tm) en
hebras conjugadas de ADN’ y APN’

Uno de los objetivos principales de este trabajo era conseguir una plataforma
funcional capaz de liberar mediante la aplicacidon de hipertermia magnética hebras de
ADN unidas con diferentes biomoléculas como pueden ser marcadores tumorales,
fluoréforos o farmacos. Para ello, el estudio de la temperatura de desnaturalizacién de
los conjugados de ADN’/ADN”" y APN’/ADN”’ es un aspecto fundamental.

Como se ha mencionado anteriormente, la utilizacion de APN tenia una serie de
beneficios debidos a su estructura, pero como desventaja hay que sefialar la mayor
robustez y estabilidad que presentan los conjugados APN’/ADN” con respecto a los
conjugados ADN’/ADN”. El caracter neutral que presenta el APN hace que las
temperaturas de desnaturalizacion (Tm) de sus conjugados con el ADN
complementario sean mas elevadas con respecto a los conjugados que carecen de él.**
Por ello, se llevaron a cabo estudios de la Tm tanto en solucién como en la superficie
de las MNPs de los conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”. Cabe esperar que las
temperaturas de melting dependan del caracter iénico del tampédn, asi como de la

longitud de cadena de las hebras hibridadas de ADN".’
4.2.1.1. Conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”’ en disolucién

En el desarrollo de este estudio, se partid de los mismos tampones y longitudes de
cadenas de ADN” empleados en el procedimiento de optimizacion de la hibridacién de
MNPs-8 del capitulo 3 (apartado 3.2.5). El procedimiento de formaciéon de los
conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”’ consistio en mezclar las hebras a conjugar en el
tampodn correspondiente y dejar reposar durante 1 hora. Seguidamente se llevaron a
cabo las medidas de Tm en un espectrometro UV-Vis, en un rango de temperatura y
velocidad de calentamiento determinada para cada conjugado como se observa en la
Figura 4.
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Medidas de Absorcién (ng 033

0,32 00999000,
9

= 031 °
VAVAV o g
o? 09000(
“‘_[‘\/ + - 8 03 1000600000009°° uu"“
)R VAVAVa & 029 °
o
8 028 K
7 < 000° /
i 0,27 00
¥ 1h, sin luz poecceecsccee
0,26
35 45 55 65

Temperatura (°C)

Figura 4. Esquema del procedimiento general de formacién y medicidon de los conjugados
ADN’/ADN” y APN’/ADN” en disolucién

¢ Influencia de la naturaleza y concentraciéon del tampodn

Siguiendo el procedimiento general descrito en el parrafo anterior, se pasé a
evaluar la influencia que tenian diferentes tampones a diferentes concentraciones en
las conjugaciones ADN’/ADN”" y APN’/ADN”. El PBS esta compuesto por varias sales,
(mayoritariamente NaCl) que influyen en la estabilidad térmica del conjugado debido
al efecto iénico en disolucién, a diferencia del tampdén HEPES que carece de sales. Para
observar la influencia que ejercia la fuerza idnica en la estabilidad de los conjugados,
se emplearon PBS 5 mM (70 mM de NaCl), PBS 10 mM (140 mM de NaCl) y HEPES 10
mM, todos a pH = 7.4. Los valores de temperaturas de desnaturalizacion del 50% (Tm)
de las hebras de ADN obtenidos se resumen en la Tabla 1.

5' FAM-AGC TTG GCG ACT G 3' (ADN")
Tampén (ADN'/ADN"-FAM) | (APN'/ADN"-FAM)
PBS (mM)/ NaCl (mM) Tm (°C) Tm (°C)
10/ 140 62.2 74.3
5/70 57.2 93.3
HEPES (mM) Tm (°C) Tm (°C)
10 41.2 78.8

Tabla 1. Temperaturas de desnaturalizacion de hebras de ADN’ y APN’ con su hebra de
ADN” complementaria a distintas concentraciones y distintos tampones.

Los ensayos realizados en disolucién demostraron la gran influencia que ejerce la
naturaleza y concentracion del tampdn empleado, tanto a conjugados ADN’/ADN”
como APN’/ADN”. Para el tampdn PBS, variando la concentracidn de NaCl, se observé
en el conjugado ADN’/ADN” un aumento del valor de Tm al aumentar la
concentracion, debido a la elevada fuerza idnica del medio la cual estabiliza las
posibles repulsiones estéricas ocasionadas por los grupos fosfato del ADN. En cuanto al
conjugado APN’/ADN”, se observo el efecto contrario: al disminuir la concentracion
del tampdn se estabilizaba mas el conjugado puesto que no se veia tan influenciado
por la fuerza idnica del medio. Si se comparan ambos conjugados (ADN’/ADN” y
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APN’/ADN”’), la mayor estabilidad se observé en el conjugado de APN’/ADN’”” a PBS 5
mM debido a la disminucién de fuerzas idnicas del tampdn, asi como por el caracter
neutral del APN. En el estudio llevado a cabo con un tampdn que carecia de fuerza
idnica, en este caso el HEPES, la influencia de la fuerza idnica del disolvente se vio
claramente reflejada en el conjugado ADN’/ADN”, disminuyendo su temperatura de
desnaturalizacion (Tm) 21°C con respecto al PBS. En el caso del conjugado APN’/ADN"”
se observd una variacion mds pequeiia con respecto al PBS. La temperatura de
desnaturalizacién aumento ligeramente de 74.3 a 78.7°C si comparabamos el HEPES
con PBS 10 mM, confirmando asi que este conjugado no se veia influenciado por la
fuerza idnica del disolvente. En cambio, al comparar la temperatura de
desnaturalizacién del tampdn HEPES con PBS 5 mM se observé un efecto contrario al
indicado anteriormente, disminuyendo la Tm de 93.3 a 78.8°C. Por tanto, se puede
concluir que la fuerza idénica en una determinada concentracién favorece la estabilidad
del complejo. En cuanto a la comparacion de ambos conjugados, tanto en HEPES 10
mM como en PBS 5mM, su estabilidad térmica variaba en 37.6°C y 36.1°C
respectivamente. La eleccién del tampdén HEPES 10 mM para llevar a cabo los estudios
debida a de

desnaturalizacién, factor muy importante que hay que tener presente para obtener

posteriores fue que presentaba una menor temperatura

una liberacidn satisfactoria en aplicaciones in vitro.
¢ Influencia de la longitud de la cadena en hebras conjugadas

El siguiente factor cuya influencia en la temperatura de desnaturalizacion de los
conjugados se ha estudiado en este trabajo, fue la longitud de cadena de las hebras de
ADN” complementarias. Nuestra hipodtesis fue que la eleccién de cadenas de menor
nimero de pares de bases se traduciria en Tm mas bajas, en vista a posibles
aplicaciones in vitro e in vivo. Para cada longitud de hebra, se llevaron a cabo los
mismos experimentos que en el ensayo anterior, utilizando diferentes tampones y

concentraciones. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.

(ADN'/ADN") (APN'/ADN") (ADN'/ADN") | (APN'/ADN")
PBS (mM)/ NaCl (mM) | PBS (mM)/ NaCl (mM) | HEPES (mM) | HEPES (mM)
10/140 | 5/70 | 10/140 | 5/70 10 10
&fﬁfﬂﬁ'@) Tm(C) | Tm(’C) | Tm(c) | Tm(c) | Tm(C) Tm (°C)
13 pb 62.2 57.2 74.3 933 412 78.7
11 pb 52.7 49.2 65.7 66.2 373 63.8
9 pb 417 39.5 633 46.2 34.2 54.7

Tabla 2. Temperaturas de desnaturalizacion de hebras de ADN’ y APN’ con su hebra de

ADN”
concentraciones.

complementaria a diferentes
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Como cabia esperar, se observd una disminucién de la temperatura de
desnaturalizacién conforme se reducia la longitud de la cadena de ADN” en el
conjugado ADN’/ADN”’, tanto en tampon PBS (para ambas concentraciones), como en
tampodn HEPES, debido al menor numero de pares de bases coincidentes en la
conjugacién que dio lugar a la desestabilizacién del conjugado. En el caso del
conjugado APN’/ADN”, aunque se observé la misma tendencia a disminuir la Tm que
en el conjugado ADN’/ADN” en ambos tampones, las Tm se mantuvieron mas elevadas
como consecuencia de la mayor estabilidad de este conjugado. En cuanto a la
influencia de la fuerza idnica de cada tampodn empleado (PBS y HEPES), sobre cada
hebra de ADN” complementario estudiada (13, 11 y 9 pb), se observé la misma
tendencia en la variacién de la Tm para las tres longitudes de cadena. Los conjugados
APN’/ADN” en tampon HEPES 10 mM con respecto a los ADN’/ADN” en las 3
longitudes, tenian una diferencia de temperatura de desnaturalizacién de 37.5, 26.5y
20.5 °C al disminuir la longitud de la cadena.

4.2.1.2. Hebras conjugadas en la plataforma funcional MNPs-8

Se ha visto en estudios realizados por Neumann y colaboradores™ gue los conjugados
de ADN’/APN” y APN’/ADN” no se comportan de igual manera estando en disolucion
que unidos a la superficie de un determinado material. Para ello se decidi6 realizar un
estudio de la Tm con la plataforma funcional MNPs-8 descrita en el capitulo 3, pero
con la salvedad que la secuencias de ADN’ (5" TATTCCACCGCG 3’) y APN’
(ACCCAGTCGCCACGC) a funcionalizar con diferentes secuencias, lo cual permitiria
diferenciar la Tm del conjugado ADN’/ADN” del conjugado APN’/ADN”. En el
experimento se llevaron a cabo 3 tipos de conjugaciones, en la primera conjugacién se
utilizd sélo el ADN”' (5’ TEX CGCGGTGGAATA 3’) complementario al ADN’, mientras que
la segunda se llevé a cabo con ADN”((5" FAM-AGCTTGGCGACTG 3’, 13 pb), (5 FAM-
AGCTTGGCGAC 3’, 11 pb), (5" FAM-AGCTTGGCG 3’, 9 pb)) complementario al APN’ (con
las 3 longitudes de cadena) y la Ultima mezclando el ADN”' (5" TEX CGCGGTGGAATA 3')
complementario al ADN’ y el ADN"” (5" FAM-AGCTTGGCGACTG 3’) complementario de
13 pb al APN’. Esta ultima conjugacién se llevé a cabo para observar si la presencia de
dos hebras diferentes de ADN”’ complementario afectaba a la Tm. Las medidas de las
Tm se llevaron a cabo de igual manera que las realizadas en disolucién, obteniendo los
siguiente resultados. (Tabla 3)
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PLATAFORMA MNPs-8
(ADN'/ADN"-TEX) | (APN'/ADN"-FAM)
HEPES (10 mM)

SECUENCIA Tm Tm
5' TEX-TAT TCC ACC GCC 3' 59.2
5' FAM-AGC TTG GCG ACT G 3' 57.5
5' FAM -AGC TTG GCG AC 3' 55.2
5' FAM- AGC TTG GCG 3' 55.5

Tabla 3. Temperaturas de desnaturalizaciéon de hebras de ADN’ y APN’ en la plataforma
MNPs-8

Tras este estudio, se puede concluir que los conjugados unidos a una superficie se
comportan de manera diferente que en disolucién. Todos los conjugados presentaban
una Tm similar, independientemente de las longitudes de cadena y la secuencia del
ADN” que se habia utilizado. Los conjugados APN’/ADN” al unirse a la superficie
presentaban una disminucién de la Tm con respecto al conjugado en disolucién, lo cual
indicaba su desestabilizacion. En cuanto al conjugado de ADN’/ADN”, el efecto fue
contrario al APN’ aumentado su Tm en la plataforma, si se comparaba con el
conjugado en disolucidn. La hipdtesis planteada ante esta nivelacién de temperaturas
de los conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”, fue la posible distribucién de cargas de
manera homogénea en la plataforma funcionalizada MNPs-8, disminuyendo la
densidad de carga global como consecuencia de la neutralidad del APN. Este fendmeno
hizo disminuir en unos 20°C la Tm del conjugado APN’/ADN”’ unido a la superficie con
respecto a la Tm en disolucién; en cambio, el conjugado ADN’/ADN”’ presenté el efecto

contrario, aumentando su Tm en aproximadamente 20°C.

4.2.2. Estudios de liberacion de hebras de ADN”’ conjugadas a la
plataforma funcional

Una vez estudiadas las temperaturas de desnaturalizacién (Tm) descritas en el
apartado anterior, se llevaron a cabo estudios de liberacién de las hebras de ADN”
mediante dos métodos, calentamiento global alcanzando la Tm para cada plataforma

funcional, e hipertermia magnética aprovechando el calor generado por las MNPs al

aplicarles un campo magnético alterno. Los estudios de liberacién se llevaron a cabo
variando diferentes parametros como el fluoréforo empleado, la longitud de cadena
de la hebra complementaria, los porcentajes de funcionalizacidon y la presencia o
ausencia de hebras de captura del ADN” liberado en el medio.

El procedimiento general para la liberacidon consistié en aplicar calor seco con un

bafo termostatizado o hipertermia magnética a las plataformas funcionales y los
correspondientes controles (ver capitulo 3) a estudiar durante 30 minutos.
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Posteriormente se procedid a la separacion de las MNPs del sobrenadante que
contenia las hebras de ADN” liberadas, mediante centrifugacion. Una vez separadas las
hebras, la cuantificacion de la liberacion se llevd a cabo mediante medidas de
fluorescencia de igual forma que las descritas en el capitulo 3. (Figura 5)

o po . - - ;ﬁs
Cuantnfucacnon t{ | Sobrenadantel l
(Fluorimetro) — Nl

\
\

25000 x g/ 1h/ 20 °C

Figura 5. Esquema representativo del procedimiento general de liberacion de ADN”

complementario mediante, a) calentamiento global y b) hipertermia magnética

4.2.2.1. Liberacion mediante calentamiento global

4.2.2.1.1. Optimizacion del procedimiento general

La liberacidon de hebras de ADN’, tanto de la plataforma funcional MNPs-8 con
ADN’/APN’ (50/50) como las MNPs -10 funcionalizadas solamente con ADN’ (100%) se
llevé a cabo siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado anterior. Las
muestras se calentaron aplicando las temperaturas éptimas de desnaturalizacidon (ver
apartado 4.2.1.1.) de los conjugados ADN’/ADN”’ y APN’/ADN”’ en HEPES 10 mM (pH =
7.4). La eleccidn de aplicar las Tm de los conjugados en disolucién, fue comprobar
mediante la cantidad de ADN” liberado en las plataformas funcionales, si se verifica o
no el efecto producido en los conjugados unidos a la superficie (la nivelacion de las
temperaturas de desnaturalizacion). Si era observado dicho efecto, los conjugados
ADN’/ADN”’ y APN’/ADN” tendrian similares valores de ADN” liberado.

El procedimiento de liberacidn se llevd a cabo siguiendo dos rutas diferentes.

19 Ruta: Las plataformas funcionales MNPs-8 y MNPs-10 se calentaron
inicialmente a una temperatura de desnaturalizacién total (Ttotal) del conjugado
ADN’/ADN” ligeramente mas elevada en comparaciéon con su Tm (Tm/Ttotal
41.2/50°C) asegurando asi la liberacion al 100% de las hebras de ADN” hibridadas con

123



Capitulo 4

el ADN’, durante 30 minutos en termoblock. Transcurrido este tiempo, las muestras se
centrifugaron para separar las MNPs del sobrenadante que contenia las hebras de
ADN" a cuantificar. Del sobrenadante se tomd una alicuota y se midid su fluorescencia.
Posteriormente, se dejaron reposar las muestras durante 1h para que tuviera lugar de
nuevo la hibridacion, y se volvié a realizar el mismo procedimiento, pero esta vez sélo
a la plataforma MNPs-8, aplicando la temperatura de desnaturalizacién total del
conjugado APN’/ADN” también un poco mas elevada que la Tm (Tm/Ttotal 78.7/90°C)
para conseguir la liberacién al 100% del ADN” hibridado al APN’, y posteriormente se
cuantificé como anteriormente descrito. (Figura 6)

g Condiciones 6ptimas Calor 30’
é ﬂ HEPES (10 mM) | Tm / Ttotal
FAM 2 P
43@(:@‘/ : '03.4:)%‘0 . )J (ADN/ADN”-FAM)| 41.2/50
Py S | (ADN/APN"-FAM)| 78.7/90 i
'0{%«% AT : ast .-’-‘S.
e G 12 paso =
g )7 WX =
™ QAL ey — A=50°C

 ——— 4| J
HEPES 10mM pH = 7.4 \
(pmol ADN"-FAM/mg de Fe)
\ MNP-10 MNPs-8
Ttotal (°C) | ApN" 100%) | (ADN'/APN'(50/50)) F
50 17.8 £3.0 122.3 £5.4 B enadanil
90 264.2 £9.0

Figura 6. Esquema del procedimiento y cuantificacién de la liberacién de ADN”
complementario a través de la 12 ruta planteada, partiendo de una sola muestra a la que se le
aplicaron las dos temperaturas de desnaturalizacion (50 y 90°C). Tm es la temperatura a la cual
se desnaturaliza el 50% del conjugado a estudiar y Ttotal es la temperatura a la cual se
desnaturaliza todo el conjugado.

Tras analizar los resultados de la figura 6, se puede concluir que la liberacion de
hebras de ADN” del conjugado ADN’/ADN’”’ de MNPs-10 (17.8 pmol ADN”’/mg Fe) era 7
veces menor que en el conjugado de las MNPs-8 (122.3 pmol ADN”’/mg Fe) a 50°C;
esta tendencia se asemejaba a la liberacién que se producia mediante la
desnaturalizacién con NaOH 2M (capitulo 3), indicando la baja eficiencia de la
funcionalizacién sélo con hebras de ADN’. En cuanto a la plataforma MNPs-8, el
estudio de liberacion correspondia a dos conjugados ADN’/ADN”” y APN’/ADN”’, puesto

que su funcionalizacién se habia llevado a cabo con una proporcién 50/50 de
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ADN’/APN’. La liberacién de ADN” a la temperatura de desnaturalizacion del
conjugado APN’/ADN” fue de 264.2 pmol ADN"’/mg de Fe, valor aproximadamente dos
veces superior al obtenido del conjugado ADN’/ADN” (122.3 pmol ADN’”’/mg Fe). Este
resultado indicd que la funcionalizacidn se acercaba a las proporciones éptimas puesto
que la liberacion del ADN” a 90°C correspondia a la suma de las conjugaciones
ADN’/ADN” y APN’/ADN” presentes en la plataforma MNPs-8, a diferencia de la
liberacion de ADN” a 50°C que era solamente del conjugado ADN’/ADN".

29 Ruta: Al igual que en la 12 ruta, se partié de las mismas plataformas
funcionales MNPs-8 y MNPs-10 y se les aplicaron las mismas temperaturas de
desnaturalizacion, pero en este caso se utilizaron 2 réplicas por cada plataforma. Una
de ellas se empled para la aplicacion de la temperatura de desnaturalizacién del
conjugado ADN’/ADN” y la otra para la temperatura de desnaturalizacion del
conjugado APN’/ADN”. Cada muestra después del calentamiento correspondiente fue
tratada de igual manera que en el procedimiento de separacién y cuantificacién
empleado en la 12 ruta. (Figura 7)

FAM

: Condiciones optimas Calor 30’
% ' HEPES (10 mM) | Tm / Ttotal
&%} oA (ADN/ADN”-FAM)| 41.2/50
4"" (ADN/APN”-FAM)| 78.7/90 ]

W

T - ﬂ@

HEPES 10 mM pH=7.4

(pmol ADN"-FAM/mg de Fe) ﬁ
|

l
a" .
U
’.,
.

. MNP-10 MNPs-8 1|
Ttotal (°C) . . 3
(ADN' 100%) | (ADN'/APN'(50/50)) \
50 13.1+5.9 136.7+4.2 N
90 271.4+1,3

Figura 7. Esquema y cuantificacidon del procedimiento de liberacién de ADN”” complementario
correspondiente a la 22 ruta, aplicando a cada muestra una temperatura de desnaturalizacion.

Los valores de liberacidon obtenidos mediante esta ruta fueron similares a los
obtenidos en la 12 ruta, para MNPs-8 y MNPs-10. En esta ruta, se observé de manera
mas clara que la funcionalizacién en proporciones dptimas de la plataforma MNPs-8 se
habia llevado a cabo satisfactoriamente, ya que la desnaturalizacién a 90°C (271.4
pmol ADN”’/mg Fe) era el doble que la obtenida a 50°C (136.7 pmol ADN”’/mg Fe).
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Para concluir, en ambas rutas seguidas para la liberacion de ADN” mediante
calentamiento global se obtuvieron resultados similares, por lo que se optd por la 22
ruta para los posteriores ensayos, puesto que era mas rdpida y la manipulacién de la
muestra era menos laboriosa. Los resultados obtenidos en la liberacion mediante
calentamiento global fueron comparados con la desnaturalizacion con NaOH (2M)
empleada en el capitulo 3. (Tabla 4)

HEPES 10 mM pH =7.4
(pmol ADN"-FAM/mg de Fe)

Ttotal (°C) MNP-10 MNPs-8
(ADN' 100%) | (ADN'/APN'(50/50))
50 13.1£5.9 136.7 £ 4.2
90 271.4+1.3
NaOH 2M 16.4 +£10.0 147.8 £24.8

Tabla 4. Comparacion de valores de la cuantificacién de la liberacion de ADN”
complementario, mediante desnaturalizacion con NaOH 2M vy desnaturalizacion mediante
calentamiento global para los conjugados MNPs-8 y MINPs-10.

Como se puede observar, los valores obtenidos en la desnaturalizacién con NaOH
2M fueron inferiores a los obtenidos en la liberacién mediante calentamiento global.
Ante este hecho, la hipdtesis que se planted para poder explicar los resultados
obtenidos fue suponer que el NaOH 2M no presentaba suficiente fuerza para
deshibridar el conjugado APN’/ADN”’ debido a la estabilidad que presenta con respecto
al conjugado ADN’/ADN”’, por lo que sélo se estaba cuantificando la liberacidn este
ultimo conjugado. Esta hipdtesis ademds estaba respaldada por el hecho de que la
plataforma MNPs-10, sélo funcionalizada con ADN’, no presentaba una elevada
variacion de liberacion de ADN” con respecto a la plataforma MNPs-8. Por la hipétesis
anteriormente mencionada se llevaron a cabo los experimentos descritos a
continuacion y los resultados obtenidos fueron comparados con la desnaturalizaciéon
mediante NaOH 2M.

4.2.2.1.2. Influencia en la conjugacion del fluoréforo unido al ADN”

Debido a la sensibilidad del fluoréforo Dy490 a pH basico (ver apartado 3.2.5), no
se pudo estimar la cantidad de ADN”’-Dy490 en la plataforma MNPs-8, por lo que se
llevd a cabo el estudio de la liberacion de ADN” por calentamiento global con los
fluoréforos FAM y Dy490. Los valores obtenidos de ambos fluoréforos darian
informacién de su comportamiento en la liberacién del ADN”, valor que se podria
relacionar con la eficiencia de hibridacion del ADN”.
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Para observar la influencia del fluoréforo en las plataformas MNPs-8 y MNPs-10,
se llevd a cabo la liberacidn de hebras de ADN” (de igual secuencia) marcadas con FAM
y Dy490 mediante el procedimiento general descrito con anterioridad a través de la 22
ruta. La liberacién del ADN”” complementario (FAM y Dy490), se llevé a cabo mediante
calentamiento hasta alcanzar las temperaturas Ttotal de los conjugados ADN’/ADN”’ y
APN’/ADN”’ y posterior cuantificacién, obteniendo los resultados que se muestran en
la Tabla 5.

HEPES 10 mM pH =7.4 HEPES 10 mM pH =7.4
(pmol ADN”-FAM/mg de Fe) (pmol ADN"-Dy490/mg de Fe)
Ttotal (°C) MNP-10 MNPs-8 MNP-10 MNPs-8
(ADN' 100%) |(ADN'/APN'(50/50))| (ADN' 100%) | (ADN'/APN'(50/50))
50 13.1+5.9 136.7+4.2 18.8+7.3 439+9.4
90 271.4+13 61.9+6.7

Tabla 5. Comparacion de valores de la liberacion de ADN” complementario con dos
fluoréforos diferentes, FAM y Dy490

Los ensayos de liberacion de ADN” y posterior cuantificacién indicaron que las
hebras de ADN” marcadas con Dy490 y FAM presentaban una liberacién de ADN”
correspondiente al conjugado ADN’/ADN”, puesto que la liberacidon producida en el
conjugado APN’/ADN” era casi el doble que la del conjugado ADN’/APN” para ambos
fluoréforos. Esto indica que la funcionalizacién se asemejaba a las proporciones
Optimas de la plataforma MNPs-8. La desnaturalizacion a 90°C (61.4 pmol/mg Fe) era
1.5 veces superior a la obtenida a 50°C (43.9 pmol/mg Fe). Si se analiza la conjugacion
ADN’/ADN” de la plataforma MNPs-10 de ambos fluoréforos, apenas se observa
variacion en la liberacion de ADN” (13.1 pmol ADN”’-FAM frente a 18.8 pmol ADN"'-
DY490). En cuanto a la plataforma MNPs-8, si se comparan los resultados obtenidos
con los dos fluoréforos, al aplicar la temperatura de desnaturalizacién del conjugado
ADN’/ADN”’ se observé una elevada diferencia en la cantidad de ADN” liberado, siendo
ADN”’-FAM muy superior al ADN’-Dy490. Este resultado se observd también para el
conjugado APN’/ADN”. Para explicar la diferencia observada en la cantidad de ADN”
liberado por cada fluordforo, se planted que la disposicion que presenta cada
fluoréforo en la hebra de ADN” en la que se encuentra unida, asi como su volumen y
distribucién de cargas, podria afectar en el proceso de hibridacion, dando lugar a
diferentes conjugaciones con las hebras de ADN’ y APN’. Sin embargo, esta hipdtesis
no explicaba el resultado obtenido para el conjugado ADN’/ADN” de la plataforma
MNPs-10, en el que no se observaba diferencia entre los dos fluordforos. Por ello, se
pensd que una combinacién de factores entre el APN’ y el fluoréforo Dy490 provocaba
una disminuciéon en la hibridacién del ADN”-Dy490 con ADN’ y APN’, viéndose
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reflejado en los valores liberacion de ADN’. Una hipodtesis que surgié para comprender
esta diminucidn de hibridacion fue atribuir este comportamiento al caracter neutral
del APN’. Al formar el conjugado APN’/ADN"’-Dy490, debido a la disminucidn de cargas
la conjugacién se vea desfavorecida. Esta hipdtesis fue descartada puesto que al
observar los resultados de la plataforma MNPs-8 en tabla 5, existia conjugacién en
proporciones optimas (50/50) ADN’/APN’. Por lo que se pensd que el fluoréforo Dy
490 presentaba un volumen y orientacién que desfavorecian la conjugacién con las
hebras de ADN’/APN’ y como consecuencia presentar una disminucion en la
hibridacién del ADN"’-Dy490.

4.2.2.1.3. Influencia del porcentaje de funcionalizacion con
ADN’/APN’

El siguiente ensayo planteado fue comparar la cantidad de ADN” liberado
mediante calentamiento global variando los porcentajes de ADN’/APN’ en el proceso
de funcionalizacién de MNPs-1 (en ausencia de glucosa) y MNPs-6 (funcionalizadas con
glucosa), ensayos similares a los llevados a cabo en el capitulo 3 (ver detalles apartado
3.2.2.1y 3.2.4.2), pero en este caso aplicando las temperaturas de desnaturalizacién
de ADN y APN (50 y 90°C). Estos resultados permitirian una comparacién de la eficacia
de los dos procesos de desnaturalizacion (NaOH 2M vy calentamiento global). El
procedimiento de liberacién de las hebras de ADN” tanto en la plataforma MNPs-5
como en la MNPs-8 funcionalizadas con diferentes proporciones de ADN’ y APN’, se
llevé a cabo siguiendo el procedimiento general descrito anteriormente mediante la 22
ruta. Los resultados obtenidos para ambas plataformas se representan en la Figura 8.
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Liberacion de las hebras de ADN" de MNPs-8 mediante calentamiento
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Figura 8. Cuantificacién de la cantidad de hebras de ADN” liberadas mediante la
aplicacién del calentamiento global a las temperaturas de desnaturalizacién en las plataformas
funcionales con diferentes proporciones de ADN’/APN’. A) Liberacion de ADN”” a 50 y 90°C en
la plataforma MNPs-8 B) Liberacion de ADN”” a 50 y 90°C en la plataforma MNPs-5.

Tras analizar los resultados obtenidos en la cuantificacion del ADN”
complementario mediante liberacién por calentamiento global a la Ttotal de 50 y 90°C,
se puede confirmar que tanto para las MNPs-8 como para las MNPs-5 (funcionalizadas
o no con glucosa) la proporcion dptima en la funcionalizacién era la de ADN’/APN’
50/50. A continuacién, se compard la desnaturalizacidn por calentamiento global con
la desnaturalizacion con NaOH en las plataformas MNPs-8 (funcionalizacién con la
proporcion optima ADN’/APN’ 50/50) y MNPs-10 (funcionalizacién solamente con
ADN’), obteniendo los resultados recogidos en la Tabla 6.
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HEPES 10 mM pH=7.4
(pmol ADN"-FAM/mg de Fe)
Ttotal (°C)
Proporcion NaOH
100/0
(MNPs-10) 7.4+0.6 15.9+8.6 149+0.3
50/50
(MNPs-8) 55.3+7.8 | 130.2+13.9 | 58.5+3.5

Tabla 6. Comparacién de la cantidad estimada de ADN” en MNPs-8 y MNPs-10 mediante
la liberacidn por calentamiento global y NaOH 2M

Este estudio permitié verificar la hipdtesis planteada en el apartado 4.2.2.1.1, en
la cual se asumia que el NaOH 2M no presentaba la suficiente fuerza para deshibridar
el conjugado APN’/ADN” debido a su estabilidad con respecto al conjugado
ADN’/ADN”, cuantificando sélo la liberacidn de este ultimo. En este estudio se observé
que el conjugado de ADN’/ADN’” de MNPs-10 presentaba similar liberacién de ADN”
en ambos métodos (15.9 y 14.9 pmol de ADN”/mg de Fe), pero en este caso
aplicandole una temperatura de 90°C; esto hizo pensar que la desnaturalizacidon
completa de ADN”” de MNPs-10 no se habia producido al aplicarle la temperatura de
desnaturalizacion (50°C), temperatura a la cual se habia visto en los ensayos realizados
anteriormente que se desnaturalizaba por completo (ver 4.2.1.1., tabla 1). En cuanto al
conjugado de MNPs-8, se observaron cantidades similares de ADN” liberado mediante
la aplicacidon de la temperatura de desnaturalizacién del ADN (502C) y la liberacién con
NaOH, confirmando la hipétesis planteada, la cual hacia referencia a la incapacidad del
NaOH de romper el conjugado APN’/ADN”. Los valores obtenidos en la liberacion a
90°C demostraron que la desnaturalizacién completa de la plataforma MNPs-8 no se
habia producido con NaOH. Ademas, de nuevo fue verificada la proporcién éptima
(50/50) de ADN’/APN’. La liberaciéon de ADN” (130.2 pmol ADN”/mg de Fe)
correspondiente a la liberacién de ambos conjugados, fue 2 veces superior a la
observada a 50°C (55.3 pmol/mg de Fe) correspondiente a la liberacion del conjugado
ADN’/ADN”.

4.2.2.1.4. Influencia de la longitud de la hebra complementaria en
la liberacion

En el capitulo 3 se llevd a cabo el estudio de la influencia de longitud de cadena
de las hebras complementarias en el proceso de hibridacién, disminuyendo su eficacia
al reducir la longitud de la cadena. En este capitulo, se realizdé un estudio similar para
comparar el comportamiento de liberacion de hebras de ADN”” con ambos métodos de
desnaturalizacién (calentamiento global y NaOH). El procedimiento de
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desnaturalizacion se realizd como anteriormente explicado, aplicando a cada
plataforma funcional (MNPs-8), hibridada con ADN” de diferentes longitudes de
cadena (9, 11, y 13 pb), su temperatura de desnaturalizacion en disolucién. Las
temperaturas de desnaturalizacién estudiadas para cada hebra de una longitud (ver
apartado 4.2.1.1, tabla 2) se detallan en la Figura 9.

Influencia de la longitud de hebras ADN" en la liberacion

300 - mediante calentamiento global

4 Control-1 M Control-2 M MNPs-8

250 -

200 -

150 -

pmol ADN'/ mg de Fe

11 pb 13pb 13 pb

Desnaturalizacion del ADN'/ADN" Desnaturalizaciéon del APN'/ADN"
Ensayos

Figura 9. Representacion grafica de la influencia de la longitud de la hebra
complementaria de ADN”’-FAM en la eficiencia la liberacién del ADN”” mediante calentamiento

global.

La liberacion de hebras de ADN” complementario de 9, 11, y 13 pb del conjugado
ADN”’/ADN” de la plataforma funcional MNPs-8, se llevé a cabo aplicando una
temperatura superior a la temperatura de desnaturalizacién de 40, 45 y 50°C,
respectivamente (de manera similar a anteriores experimentos). Estas temperaturas
fueron mas altas conforme aumentaba la longitud de cadena, observando asimismo un
incremento progresivo en la liberacién de ADN”. Como cabia esperar, la mayor eficacia
en la liberacidn de ADN” fue observada para la cadena de 13 pb. La misma tendencia
en la liberacion de ADN” al aplicarle la temperatura de desnaturalizacidon
correspondiente para cada longitud de cadena fue observada para los conjugados
APN’/ADN”. Ademas, al comparar los conjugados ADN’/ADN” y APN”’/ADN” de la
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plataforma MNPs-8 para cada longitud de hebra, se observé que las cantidades de
ADN” liberadas eran similares, como se detalla en la Tabla 7.

MNPs-8 HEPES 10 MM pH=7.4
(ADN'/APN') | (pmol ADN"-FAM/mg de Fe)
50/50
Ttotal (°C)
ADN"-FAM | ADN'/ADN" APN'/ADN"
40 70
9 pb
67.8+4.1 77.7+8.4
45
11 pb 75
144.0+11.6 188.1+12.9
50 90
13 pb
229.9+38.6 243.6 £8.7

Tabla 7. Comparacion de la cantidad de ADN” liberado aplicando las dos temperaturas
de desnaturalizacidn con 3 longitudes de hebra complementaria

Para explicar este efecto, el cual no se habia observado en el transcurso de todos
los ensayos realizados hasta el momento mediante la liberacion de ADN” por
calentamiento global, detallados en el apartado 4.2.2.1, se plantearon dos hipodtesis. La
primera de ellas fue que las temperaturas de desnaturalizacién en superficie variaban
drasticamente en comparacién con las temperaturas de desnaturalizacién,
equilibrando las temperaturas en ambos conjugados (ver el apartado 4.2.1). Esta
hipdtesis respaldaria los resultados obtenidos, ya que eran similares para cada
longitud de hebra de ADN” complementario, pero sorprendia que en todos ensayos
realizados aplicando calentamiento global para la liberacién de ADN”, no fuera
observado este efecto. Se pensd por tanto que la liberacion de ADN” se producia
satisfactoriamente, pero el problema residia en la cuantificacién de éste. Al llevar a
cabo los estudios de temperaturas de desnaturalizacidén tanto en disolucién como en la
superficie, al aplicar calor en un rango de temperaturas determinado las hebras se
desnaturalizaban, pero al finalizar el ensayo, el descenso de la temperatura conducia a
una (parcial) re-hibridacion de las hebras de ADN”. Esto hacia pensar que la velocidad
de re-hibridacion de los conjugados era superior a la de separacién de las hebras de
ADN"” liberadas llevada a cabo mediante centrifugacion. Para comprobar si esta
hipdtesis era veridica, se llevd a cabo un ensayo sencillo con MNPs-8 y la hebra
complementaria de 13 pb aplicando la temperatura de desnaturalizacién del
conjugado ADN’/ADN”. En el momento de aplicar calor, en una muestra se adiciond
una hebra de ADN’ de secuencia complementaria al ADN”’, actuando como hebra de
captura, mientras que en la otra muestra no se adiciond la hebra de captura. La
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liberacion y cuantificacidn se realizaron como anteriormente descrito, obteniendo los
resultados mostrados en la Tabla 8.

HEPES 10 mM pH =7.4

MNPs-8 | (5 mol ADN"-FAM/mg de Fe)

(ADN'/APN')

Ttotal (50°C)
Sin ADN' de Con ADN' de
ADN"-FAM captura captura
288.61 62.7 462.4 +38.7

Tabla 8. Cuantificacion de la liberacién de ADN” por calentamiento del conjugado
ADN’/ADN” con y sin hebra ADN’ de captura

Los resultados obtenidos corroboraron la hipétesis propuesta, observando un
valor mucho mas elevado en la cuantificacién de ADN” cuando la liberacién se llevaba
cabo en presencia de la hebra de captura.

Los ensayos realizados en este apartado (4.2.2.1) se llevaron a cabo aplicando las
Tm de cada conjugado (apartado 4.2.1) en disolucidn y no en la superficie. Esto fue
debido a que los resultados obtenidos corroboraban las hipdtesis planteadas en cada
estudio desarrollado por aplicacién de calor. Al concluir el estudio de la liberacion de
ADN” mediante calentamiento global, la hipdtesis planteada inicialmente sobre el
efecto de nivelacidon de temperatura que presentaban los conjugados de ADN’/ADN” y
APN’/ADN” sobre la superficie de las MNPs no fue observado en ningln estudio de
liberacion de ADN”” mediante calentamiento global, por lo pensé que este efecto de
nivelacidon observado se debia a una elevada absorciéon de las MNPs, enmascarando
los pequefios cambios de absorbancia que presentaban los conjugados a medir y no de
la posible variacidn de carga que existe en el entorno de la plataforma funcional.

4.2.2.2. Liberacion mediante aplicacion de hipertermia magnética

Tras llevar a cabo todos los ensayos anteriormente descritos aplicando
calentamiento global para la liberacion del ADN’ ‘complementario, se pasoé a estudiar
la liberacion mediante aplicacién de hipertermia magnética. La comparacién de ambos
métodos de liberacién podia dar una estimacion de la liberacién de ADN” a nivel
macroscopico (mediante calentamiento global) y a nanoescala (mediante hipertermia
magnética).

Tanto las plataformas funcionales (MNPs-8 y MNPs-10) como los estudios
llevados a cabo en la liberacién con hipertermia magnética fueron iguales a los
experimentos de liberacién mediante calentamiento global. Sin embargo, en este
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método no se podia controlar la liberacion del conjugado ADN’/ADN” o del conjugado
APN’/ADN” como sucedia en la liberacion por calentamiento global. Esto es debido a
gue no se puede aplicar una temperatura determinada, sino que el calentamiento
inducido por las MNPs-8 y MNPs-10 depende de sus propiedades magnéticas, asi como
del campo aplicado. La temperatura monitorizada correspondia al medio en el que se
encontraban las MNPs, pero era diferente a la temperatura alcanzada en la superficie
de las MNPs. Una forma para estimar la temperatura alcanzada en las MNPs al
aplicarles un campo magnético era comparar la cantidad de ADN” liberado mediante
hipertermia magnética con la cantidad de ADN” liberado mediante la aplicacion de
calentamiento global y estimar el rango de temperaturas que corresponderia a esa
cantidad.

Para la liberacién por hipertermia magnética se plantearon los siguientes
ensayos utilizando las diferentes plataformas funcionales MNPs-8 y MNPs-10: i)
cuantificar la cantidad de ADN"’ liberado en presencia o ausencia de hebra de ADN’ de
captura, y ii) observar la influencia que ejercia en ausencia o no de un control de
temperatura en la muestra.

4.2.2.2.1. Procedimiento general

El procedimiento general en la liberacion de ADN” complementario mediante
hipertermia magnética, consistié en la aplicacién de un campo magnético alterno con
una frecuencia y amplitud de campo fijas durante 30 minutos, midiendo Ia
temperatura al comienzo y final a través de una sonda de temperatura introducida
dentro de la muestra para cada ensayo. El procedimiento de separacién de las hebras
de ADN” de las MNPs y de cuantificacién se llevo a cabo de igual manera que en el
procedimiento de liberacién mediante calentamiento global (ver figura 5).

4.2.2.2.2. Estudio de liberacion con y sin ADN’ de captura

El primer ensayo planteado fue comparar la liberacién de hebra de ADN”
complementario en presencia y ausencia de una hebra de ADN’ de captura. Este
planteamiento surgid a raiz de los resultados observados en la liberacién por
calentamiento global. El procedimiento de liberacion y cuantificacion de ADN”
complementario se llevé a cabo mediante el procedimiento general descrito en el
apartado 2.2.2.1, partiendo de dos muestras de cada plataforma funcional (MNPs-8 y
MNPs-10); una de ellas carecia de hebra de ADN’ de captura y la otra muestra si que
disponia de ella. A ambas muestras se les aplicé el campo magnético alterno con las
condiciones experimentales anteriormente mencionadas, midiendo la temperatura
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inicial y final del ensayo. Finalmente se cuantificaron las muestras como se ha indicado
con anterioridad (Figura 10).
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Figura 10. Esquema representativo del procedimiento de liberacién de ADN” aplicando
hipertermia magnética con y sin hebra de ADN’ de captura para MNPs-8 y MNPs-10

HEPES 10 mM pH = 7.4 (pmol ADN"-FAM/mg de Fe)

Hipertermia magnética .
(TF = Ti = AT, 29.7-23.9 = 5.8°¢) | “@lentamiento global
Sin ADN' Captura| <°"APN 37°C 50°C
captura
MNPs-10
- + + +
o i 10.2 19.8+2.2 | 23406 | 1.8+0.3
MNPs-8
- + + +
A A L) 3.8 245+14 | 1.8+0.7 |742+56

Tabla 9. Cuantificacion de la liberacion de ADN” de las plataformas MNPs-8 y MINPs-10
en presencia y ausencia de hebras de ADN’ de captura mediante hipertermia magnética y
comparacion con la liberacién por calentamiento global a 37 y 50°C.

Los valores negativos obtenidos para la liberacidon del ADN” complementario en
ausencia de hebra de ADN’ de captura, tanto en MNPs-8 como en MNPs-10 indicaban
qgue la liberacion de ADN” o bien no alcanzaba los limites de sensibilidad del
espectrometro de fluorescencia , o se encontraba enmascarada por la sefal de ruido;
otra explicacién seria que debido a la poca variacién de temperatura que presentaba la
muestra (de 23.6°C a 29.4°C, AT = 5.8°C), las hebras de ADN”’ se habian re-hibridado.
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En presencia de ADN’ de captura, se pudo concluir que ambas plataformas
presentaban liberacion de ADN” complementario detectable, variando de manera
similar la temperatura en el ensayo, partiendo de una temperatura inicial de 23.9°C
hasta 29.7°C como temperatura final (AT = 5.8°C). Si comparabamos ambas
plataformas, como era de esperar las MNPs-8 presentaban mayor liberacion de ADN”
(24.5 £ 1.4 pmol ADN”’/mg de Fe), que las MNPs-10 (19.8 + 2.2 pmol ADN”’/mg de Fe)
repitiéndose esta tendencia a lo largo de todo el trabajo desarrollado. Estos resultados
se compararon con los valores obtenidos mediante liberacion de ADN” por
calentamiento global (37 y 50°C), proporcionando una estimacion de la temperatura
que se alcanzaba en las MNPs (=40°C). El estudio de la liberacién de ADN” a 37°C
podria proporcionar informacién de la cantidad de ADN” que se podria liberar en
condiciones fisioldgicas. Para la plataforma funcional éptima MNPs-8, se podia concluir
que la cantidad de ADN” liberado mediante hipertermia magnética (24.5 + 1.4 pmol
ADN’’/mg de Fe), se encontraba en los valores correspondientes a una temperatura de
entre 37 y 50°C mediante liberacion por calentamiento global (1.8 + 0.7y 74.2 £ 5.6
pmol ADN”’/mg de Fe). Estos resultados indicaron un aumento de aproximadamente
16°C en las MNPs a nivel nanométrico, esta temperatura fue obtenida de medir la
temperatura inicial de la muestra 23.9°C y la temperatura final estimada que alcanza
las MNPs a nivel nanométrico. Esta temperatura final estimada se obtuvo de
correlacionar la cantidad de ADN” liberado mediante hipertermia con la cantidad de
ADN” liberado a una determinada temperatura (37 y 50°C), ésta temperatura de
liberacion proporciond una estimacion de final (=40°C).. Esta variacion de 16°C a nivel
nanométrico correspondia a solamente 5.8°C a nivel macroscdpico en el medio. Para
concluir, al aplicar hipertermia magnética se consiguié una mayor liberacion a menor
temperatura, puesto que la temperatura alcanzada en el medio no superaba los 30°C,
mientras que en la MNPs se alcanzaban valores superiores, en torno a los 40-44°C.

4.2.2.2.3. Influencia de la temperatura inicial de la muestra

En el siguiente ensayo llevado a cabo mediante la aplicacién de hipertermia
magnética se compard la liberacién de ADN” de las plataformas MNPs-8 y MNPs-10
(ambas con hebra de captura), manteniendo las muestras a una temperatura
constante o no. El mantenimiento de la muestra a una temperatura constante se
planted para estudiar el comportamiento de liberacién partiendo de una temperatura
determinada; se eligid el valor de 37°C por ser la temperatura fisioldgica. Para ello se
llevé a cabo el estudio siguiendo el procedimiento general descrito anteriormente, con
la salvedad que en el ensayo manteniendo constante la temperatura del medio se
estabilizé la muestra usando un circuito cerrado conteniendo agua a 37°C. Una vez la
muestra se mantuvo estable a 37°C, se procedio a la aplicacidon del campo magnético
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durante 30 minutos y la liberacidn se cuantificd6 de manera similar a los anteriores
ensayos (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de los dos ensayos de liberacion de ADN” mediante hipertermia

magnética llevados a cabo a con y sin temperatura constante en el medio

Al comparar los resultados obtenidos se pudo comprobar que existia una gran
diferencia en la liberacién, dependiendo de si se usaban condiciones de temperatura
constante inicial del medio o no. En medio a 37°C, tanto en las MNPs-10 como en las
MNPs-8, los valores de liberacion de ADN’ alcanzaban casi el doble del valor sin
mantener la temperatura contante del medio, con una pequefa variacion de la
temperatura (0.4°C) partiendo de una temperatura inicial de 37.5°C. Al comparar la
liberacion de ADN” bajo la aplicacién de hipertermia magnética o con calentamiento
global, se pudo observar una mayor liberacion aplicando hipertermia magnética en
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ambas plataformas. En cuanto a la plataforma 6ptima MNPs-8, los resultados
obtenidos en la liberacion de ADN” sin control de temperatura constante en el medio
(147.2 pmol ADN”’/ mg de Fe) se asemejaban a los obtenidos a 50°C (115.4 pmol
ADN”/mg de Fe) mediante calentamiento global. La liberacion de ADN” por
hipertermia magnética en condiciones en las que la temperatura se mantiene
constante en el medio, era casi el doble (223.7 pmol ADN”’/mg de Fe) con respecto a la
liberacion por calentamiento a 50°C, indicando la posibilidad de que la liberaciéon se
haya producido por completo. Se pudo concluir que la liberacion de ADN” mediante
hipertermia (manteniendo o no la temperatura constante del medio), se encontraba
por encima de los valores correspondientes a una liberacién por calentamiento global
a una temperatura de 50°. Estos resultados indicaron estimacién de la temperatura en
las MNPs, siendo unos 25°C superior a la temperatura inicial del medio tanto en las
muestras con temperatura constante o no en el medio (Tabla 10).

HEPES 10 mM pH = 7.4 (pmol ADN"-FAM/mg de Fe)
Hipertermia con ADN' captura Calentamiento global
Sin T2 Tf-Ti = AT Con T2 Tf-Ti = AT o o
constante (°C) constante (°C) 37°C >0°C
MNPs-10 29.2- 37.5-37.1=
+ + + +
(ADN' 100%) 50.7t4.4 23 6=5.6 80.6+4.9 04 147+1.3 7.7+0.8
MNPs-8
(ADN'/APN') | 147.2 +25.8 293 15937477 | 3723727 | 149411 | 1154+ 102
(50/50) 23.8=5.5 0.3

Tabla 10. Cuantificacion de la hebra de ADN” de las plataformas MNPs-8 y MNPs-10 con
temperatura constante en el medio o no, con hebras de ADN’ de captura, mediante
hipertermia magnética y comparacion con la liberacion por calentamiento global a 37 y 50°C.

Estos datos eran esperanzadores para futuras aplicaciones de liberacién de
farmacos in vitro e in vivo, ya que el aumento de temperatura se producia a
nanoescala y no a nivel macroscépico.

4.3. CONCLUSIONES

En primer lugar, se ha estudiado la temperatura necesaria para la liberacién
controlada de las hebras conjugadas ADN’-ADN"”’ y APN’-ADN”’ en disolucién, asi como
las hebras conjugadas ADN’-ADN’”’ y APN’-ADN"’ unidas a la plataforma MNPs-8. En
este estudio se ha observado la influencia de la fuerza idnica y concentracion del
tampon utilizado (PBS o HEPES), asi como de las diferentes longitudes de las cadenas
de ADN” complementario, tanto en disolucién como en la plataforma funcional MNPs-
8. Se ha observado que el conjugado APN’-ADN” tiene una temperatura de
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desnaturalizacion superior al conjugado ADN’-ADN”’, pudiéndose alcanzar hasta 40 2C
de diferencia, dependiendo del tampdn utilizado y de su concentracion.

Seguidamente se llevaron a cabo ensayos de liberacion mediante calentamiento
global de la plataforma MNPs-8 funcionalizada/hibridada con sus hebras
complementarias de ADN” de iguales secuencias, pero con diferente numero de pares
de bases, y diferentes fluordforos. Las plataformas funcionales fueron calentadas a
varias temperaturas (37, 50 y 90 °C) tanto para ADN’/ADN” como APN’/ADN”’, para su
completa desnaturalizacién. La cuantificacion del ADN” liberado se llevd a cabo por
espectroscopia de fluorescencia, observando la misma tendencia en Ia
desnaturalizacion por calentamiento como con NaOH, con respecto al tipo de
fluoréforo, los porcentajes de ADN/APN, asi como la presencia o ausencia de glucosa
en las plataformas funcionales, tanto para ADN’/ADN’”’ como APN’/ADN”.

Los ensayos llevados a cabo en la hibridacion con diferentes longitudes de cadenas
de ADN” complementario demostraron una menor conjugacién y por tanto liberacién
de ADN” a longitudes mas pequefias, debido a que la conjugacién es mucho mas débil,
puesto que existe un nimero menor de interacciones por enlaces de hidrogeno.

Finalmente, se realizaron dos tipos de ensayos de liberacién mediante hipertermia
magnética de la plataforma funcional MNPs-8 (en presencia y ausencia de una hebra
de ADN’ de captura para las hebras de ADN” liberadas). El primer ensayo se realizé sin
mantener una temperatura constante en el medio y en el segundo manteniendo la
temperatura en el medio a 37°C. Ambos métodos de liberacién mediante hipertermia
magnética (manteniendo la temperatura constante en el medio o no), se compararon
con los resultados obtenidos en la liberacion aplicando calentamiento global,
observando una mayor liberacién en ambos métodos de liberacion mediante
hipertermia magnética. cuando se aplica hipertermia magnética. El ensayo llevado a
cabo con la temperatura constante en el medio de 37°C, se obtuvo mayor liberacién
sin alcanzar, en disolucion, unas temperaturas tan elevadas como cuando se usa el
calentamiento global. La temperatura que alcanza la plataforma funcional a nivel
macroscopico cuando se le aplica un campo magnético es alrededor de 30 °C sin
mantener la temperatura constante, pero a nivel microscépico se asemeja a una
liberacion que se alcanza a una temperatura superior a 50 °C, lo cual indica que la
superficie de las MNPs-8 genera unos 20 °C mas que a nivel macroscépico, cuando se
le aplica hipertermia. Si a esta plataforma se le aplica hipertermia magnética
manteniendo la temperatura constante en el medio (37.5°C) la liberacion de ADN” dos
veces superior a la obtenida mediante liberacidon por calentamiento global a 50 °C,
indicando que a nivel nanoscépico, la temperatura es muy superior en relacién a la
obtenida sin mantener la temperatura constante en el medio.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos y disolventes empleados en la realizacidon de este trabajo han
sido adquiridos en diferentes casas comerciales (Sigma-Aldrich, Acros Organics) a
excepcion de los ADN y APN que han sido adquiridos en Nanoimmunotech (Zaragoza).

Las secuencias de ADN y APN utilizadas son las mismas que se han empleado en el
capitulo 3 salvo que se indique lo contrario. En todos los ensayos realizados la longitud
de las hebras de ADN” complementario sera de 13 pb y marcado con fluoréforo FAM,
exceptuando en determinados ensayos para los que se especifica la longitud y el tipo
de fluoroforo.

Los ensayos descritos a continuacion fueron realizados por triplicado para cada
muestra.

4.4.1. Estudios de Tm en conjugados ADN’/ADN” y APN’/APN”’

4.4.1.1. Procedimiento general de conjugacion en disolucion

En un eppendorf se mezclé6 ADN’ 6 APN’ (1000 pmol, 50 uM) con su hebra
complementaria de ADN”” (1000 pmol, 50 uM) en un tipo de tampdn y concentracién
determinada (indicado en cada procedimiento) hasta un volumen de 2 ml, obteniendo
una mezcla con concentracion total 1 puM. La mezcla se dejé reposar durante 1 hora
hasta formar el conjugado correspondiente en disolucién.

e 19 Ensayo: Busqueda del tampdn adecuado para los conjugados ADN’/ADN”’ y

APN’/ADN”

Las conjugaciones ADN’/ADN” y APN’/ADN” se llevaron a cabo mediante el
procedimiento general con dos tampones diferentes con dos concentraciones
diferentes, PBS (5 y 10 mM) y HEPES (10 mM), todos a pH = 7.4.

e 29 Ensayo: Influencia de la longitud de cadena de ADN” en la Tm de los
conjugados ADN’/ADN’”’ y APN’/ADN”’

Los dos tipos de conjugaciones ADN’/ADN” y APN’/ADN”’, se llevaron a cabo
mediante el procedimiento general de conjugacién, utilizando tres hebras de
ADN” complementarias de igual secuencia, pero con diferente longitud de cadena
(9, 11y 13 pb). Los conjugados se mezclaron con los mismos tampones empleados
en el 12 Ensayo.
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4.4.1.2. Estudio de la Tm en la plataforma funcional MNP-8

Las MNPs-6 se funcionalizaron en este caso con ADN’ (5’-TATTCCACCGCG-3’) de
diferente secuencia que el APN’ mediante el mismo procedimiento de funcionalizacién
descrito en el capitulo 3 (apartado 3.4.4.2) y posteriormente se hibridé el APN’ con las
hebras de ADN” complementario con tres longitudes diferentes (9, 11, y 13 pb) y el
ADN’ con la nueva hebra de ADN” complementaria (5’-TEX-CGCGGTGGAATAG-3’).
Todas las muestras fueron disueltas en HEPES 10 mM, pH = 7.4, hasta un volumen de
400 pl.

La cuantificacién de las temperaturas de desnaturalizacion (Tm) de todos los
ensayos descritos anteriormente se realizé mediante medidas de absorbancia con una
rampa de temperatura determinada para cada muestra (ver el apartado 4.1.3).

4.4.1.3. Cuantificacion de la Tm de los conjugados ADN’/ADN” Y
APN’/ADN”

La cuantificacion de la temperatura de desnaturalizacién de los conjugados
ADN’/ADN” y APN’/ADN” en disolucién se llevé a cabo tomando 500 pl de todos los
conjugados formados descritos en el apartado 4.1.1 y se midié la absorbancia en un

espectrometro UV-Vis. Para ello se calentaron las muestras en el rango de 25-90 °C (10
°C/min) en una primera aproximacién general, y posteriormente con los valores
obtenidos de Tm y temperatura de desnaturalizacidén total, se refind el rango de
temperaturas para cada conjugado aplicando una velocidad de calentamiento de 2
°C/min. Con anterioridad a cada medida se realizé un blanco de absorcién, en cada
ensayo correspondiente al tampdn empleado (PBS 5y 10 mM, pH = 7.4) o HEPES (10
mM, pH =7.4).

De igual forma se cuantificé la_temperatura de desnaturalizacién de las

plataformas funcionales MNPs-8 formadas, salvo que en este caso el blanco de

referencia utilizado fueron las MNPs-6 en HEPES 10 mM, pH = 7.4 a una concentracién
de 0.132 mg de Fe/ml.

4.4.2. Métodos de liberacion de las hebras de ADN”’ de MNPs-8

La liberacién de ADN” de los controles (control-1 y control-2) y de las muestras
MNPs-8 obtenidas con diferentes longitudes de cadena de ADN” (9, 11 y 13 pb) y
diferentes fluordforos, se llevaron a cabo mediante dos procedimientos de liberacion,
calentamiento global e hipertermia magnética.
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4.4.2.1. Liberacidn por calentamiento global

El procedimiento de liberacién de las hebras de ADN”” complementarias, se llevé a
cabo de dos modos distintos:

I. En el primer ensayo las muestras de MNPs-8 y los controles se calentaron

durante 30 minutos en el bafio termostatizado (sistema de calentamiento en seco
mediante un bloque metalico, el cual mantiene la temperatura de una manera
precisa y uniforme) a 50°C. Transcurrido dicho tiempo, las muestras se
centrifugaron a 25000 x g a 20°C separando las MNPs de las hebras de ADN”
presentes en el sobrenadante. Seguidamente se tomaron 50 ul del sobrenadante y
se cuantificd la cantidad de ADN” liberado mediante espectroscopia de
fluorescencia (apartado 4.4). Se dejaron reposar las muestras MNPs-8 y controles
durante 1 h y posteriormente se volvieron a calentar a 90°C durante otros 30
minutos, repitiendo el procedimiento de centrifugacion y posterior medida de
fluorescencia.

Il. Los controles y las muestras MNPs-8 obtenidas, en los siguientes ensayos
realizados, se analizaron por triplicado para cada una de las temperaturas que se
emplearon, calentando las muestras a 37, 50 y 90°C durante 30 minutos. Para el
ADN” de 11 pb las temperaturas empleadas fueron 45 y 75°C y para el ADN” de 9
pb fueron de 40 y 70°C. Posteriormente se llevd a cabo el mismo procedimiento de
separacion mediante centrifugacién y cuantificacion de las hebras de ADN”
liberadas.

4.4.2.2. Liberacion mediante aplicacion de hipertermia magnética

La liberacidn de las hebras de ADN” en los controles y muestras MNPs-8 mediante
hipertermia magnética se llevd a cabo aplicando un campo magnético alterno con una
frecuencia de 829 kHz y una amplitud de campo de 20.10 kA/m durante 30 minutos.
Estos ensayos se realizaron de dos formas diferentes descritas a continuacion:

I. Sin temperatura constante en el medio: se toma la temperatura inicial y final de

la muestra.

II. Con temperatura constante en el medio: las muestras se encuentran a una

temperatura constante de 37 °C durante todo el ensayo, mediante la recirculacion
de agua a 372C a través de un circuito cerrado.
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Las muestras MNPs-8 y los controles se estudiaron en ausencia y presencia de hebra
de ADN’ de captura para cada tipo de ensayo anteriormente descrito. En una muestra
se adiciond ADN’ de secuencia complementaria a las hebras de ADN” liberadas antes
de la aplicacién del campo (400 pmol), mientras que en la otra muestra se aplico
directamente el campo en ausencia de hebra de ADN’ de captura. La separacion de las
MNPs del sobrenadante y cuantificacién de la cantidad de hebras de ADN” se llevé a
cabo de igual forma que en el método de liberacién por calentamiento global.

4.4.3. Cuantificacion de la liberacion de ADN”’

La cuantificacion de la liberacién de las hebras de ADN”’ marcadas con fluoréforos

se llevé a cabo mediante medidas de fluorescencia. En ambos métodos, las muestras
de concentracion 0.13 mg de Fe/ml en HEPES 10 mM, pH = 7.4 tras la liberacién del
ADN"”, se cuantificaron de igual manera que anteriormente descrito en el capitulo 3
(apartado 3.4.5) con la salvedad que tanto en las muestras MNPs-8, controles y
patrones estandar no se adiciond NaOH 2M.

4.4.4. Métodos de caracterizacion

4.4.4.1. Cuantificacion de la temperatura de desnaturalizacion

La temperatura de desnaturalizacidon (Tm) se midié en un espectrofotometro de
Absorbancia UV-Vis (Varian Cary 100 UV-Visible) de doble haz, provisto de un soporte
termostatizado multicelular Peltier con capacidad para 12 cubetas que permite un
control muy preciso de la temperatura. Las cubetas empleadas fueron de cuarzo de 2
ventanas (QS-10 mm, 500 pl, Micro Hellma). Las absorbancias de los conjugados
formados en disolucidn, asi como de las plataformas MNPs-8 fueron medidas a una
longitud de onda de 260 nm. Los valores obtenidos se midieron en un rango de
temperatura de 25 — 90°C, con una velocidad de calentamiento 2°C/min.

4.4.4.2. Métodos de liberacion de hebras de ADN”” complementario

La liberacion de hebras de ADN” complementario de la plataforma funcional
MNPs-8 se llevo a cabo siguiendo dos métodos:

I. Liberacién por calentamiento global: las muestras se calentaron durante 30
minutos a las temperaturas de desnaturalizaciéon del ADN” complementario
(37, 50, 90°C) en un termoblock de bloque metdlico en seco (JP Selecta, 56
eppendorf, 0-200°C).

II. Liberacién aplicando hipertermia magnética: las muestras se introdujeron en
un equipo de hipertermia magnética serie DM100 (nanoScaleBiomagnetics) a
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una concentracién de 0.13 mg de Fe/ml aplicando un campo magnético alterno
con una frecuencia de 829 kHz y una amplitud de campo de 20.10 kA/m
durante 30 minutos. Los ensayos se llevaron a cabo de dos modos diferentes,
uno de ellos sin temperatura constante en el medio (aumento de la
temperatura propio de la muestra) y otro con una temperatura constante en el
medio, en el que a través de un sistema de recirculacién cerrado en forma de U
pasa agua a 37°C. Este sistema se introduce dentro de la muestra y una vez que
se alcanza la temperatura y se mantiene constante, se aplica el campo
magnético anteriormente indicado. La temperatura de todos los ensayos se
midié usando una sonda de temperatura introducida en la muestra.

En ambos métodos de liberacion, terminado el proceso de calentamiento o
aplicaciéon de hipertermia magnética, se pasa a medir el sobrenadante que contiene el
ADN” liberado tras centrifugar a 25000 x g durante 1 h a 20°C. La fluorescencia de la
muestra y por tanto la cuantificacion de la cantidad de ADN” liberado se miden usando
un espectrémetro de fluorescencia (apartado 4.5.3).

4.4.4.3. Cuantificacion de la fluorescencia

La fluorescencia de todas las muestras de este capitulo se midié de igual forma
que en el capitulo 3 (apartado 3.4.6.1)

4.4.4.4. Determinacion de la concentracion de hierro

La determinacion de la concentracion de Fe de todas las muestras de este capitulo
se llevd a cabo de igual forma que en el capitulo 2 (apartado 2.4.3).
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Capitulo 5

Estudios de liberacion de
Doxorrubicina y ensayos preliminares
in vitro

5.1. INTRODUCCION

5.1.1. Doxorrubicina

La doxorrubicina (Dox) es uno de los agentes quimioterapéuticos mas potentes y es
comuUnmente utilizada en el tratamiento de varios tipos de cancer.! Este medicamento
pertenece a una clase de compuestos llamados antraciclinas y fue el primer compuesto
de esta familia aislado de la bacteria Streptomyces peucetius.2 El mayor inconveniente
asociado al uso de la doxorrubicina es su alta toxicidad sistémica en tejidos sanos,>*
provocando efectos secundarios graves como la cardiotoxicidad, mielosupresion,

neurotoxicidad periférica, ulceracion y necrosis de colén.”

Para minimizar estos efectos secundarios una alternativa prometedora era el uso de
la nanotecnologia con varias nanoparticulas como portadoras de principios activos,
aumentdndola concentracidn local y controlar su liberacidn al alcanzar los sitios diana.®

5.1.1.1. Mecanismos de accion de la doxorrubicina

Los farmacos de la familia de las antraciclinas, como la doxorrubicina, son
principalmente moléculas planas que se intercalan preferentemente entre pares de
bases de ADN, inhibiendo asi la sintesis de ADN y ARN en células en crecimiento
mediante el bloqueo de los procesos de replicacién y transcripcién.’ La intercalacion
de principios activos en el ADN puede distorsionar su estructura y dar como resultado
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la inhibicion de la enzima topoisomerasa |l relacionada con la replicacién y
transcripcion del ADN. Estudios llevados a cabo con algunas antraciclinas sugieren que
la fuerza de la intercalacion depende de la capacidad de formar complejos de
topoisomerasa Il, en los que la enzima estd unida covalentemente a la cadena de ADN
que ha sufrido la ruptura (Figura 1).2°

Parte intercalada
en el ADN

Parte que interacciona
con latopoisomerasal ll

Doxorrubicina

Figura 1. Representacién de la estructura de la doxorrubicina, en rojo la parte que se
intercala entre los pares de bases del ADN, y en negro la parte que interactua con la enzima
topoisomerasa Il interfiriendo en su ciclo catalitico.

Ademas del efecto de inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos, se cree que la
doxorrubicina puede inducir la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS).*
Varios estudios del mecanismo de intercalacién de intercalacidn de la doxorrubicina se
han centrado en la importancia del grupo amino libre en la interaccidon con el ADN. Un
estudio llevado a cabo por Aguelo y colaboradores® buscé verificar el impacto que
ocasionaba en la doxorrubicina la modificacién del grupo NH,. Para ello, se realizaron
ensayos bloqueando el grupo amino y estudiando la eficacia del principio activo y la
conjugacién de esté con el ADN. La comparacién entre la doxorrubicina con el grupo
amino libre y bloqueado mostré que, si bien ambas moléculas se intercalaban en Ila
doble hebra de ADN, la interaccién de Dox con amino libre era mas fuerte y daba lugar
a cambios conformacionales en el ADN a diferencia de la Dox con amino bloqueado,
mas débil y que no alteraba la conformacién. Los cambios conformacionales del ADN
inducidos por la doxorrubicina libre pueden ser responsables de su actividad
anticancerigena. Esta hipdtesis se ve respaldada por estudios de la actividad bioldgica
in vitro en células de carcinoma de colon con valores de actividad de Dox con amino
libre dos veces superior a la Dox con su grupo amino bloqueado.

Pérez-Arnaiz y colaboradores® llevaron a cabo una investigacion exhaustiva sobre
el mecanismo de intercalacién de doxorrubicina-ADN vy los factores que influyen en su
eficacia, como la naturaleza y fuerza idnica del tampodn utilizado (evitando su
dimerizacion en condiciones fisioldgicas), asi como las caracteristicas termodinamicas y
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cinéticas de la intercalacidon. Observando una estabilidad térmica de la Dox intercalada,
la cual no presentaba degradacion al desnaturalizar las hebras de ADN. También se vio
una diferencia en la naturaleza de intercalacidon de la doxorrubicina con la secuencia
rica en Guanina-Citosina (GC), que con la secuencia rica en Adenina-Timina (AT). En
estudios de fluorescencia se observd una unién rapida de la doxorrubicina en el surco
gue se encuentra presente la secuencia AT del resto de aminoazucar formando un
complejo con fluorescencia de baja intensidad. La union de la doxorrubicina con la
secuencia CG es mas lenta ya que corresponde a la intercalacién del ndcleo aromatico
dando paso a un compuesto no fluorescente.

5.1.1.2. Doxorrubicina en combinacién con la nanotecnologia

Los primeros nanosistemas se desarrollaron para mejorar los métodos de
diagndstico, asi como la eficacia y seguridad de los fdrmacos que presentaban baja
biodisponibilidad y efectos adversos por la dosis suministrada. En la actualidad existen
tres tipos de nanoparticulas conjugadas con doxorrubicina utilizadas en la terapia
contra el cancer: i) nanoparticulas inorgdnicas (oro, oxido de hierro, etc.), ii)
nanoparticulas organicas (polimeros, liposomas, micelas, etc.) y iii) nanoparticulas
integradas en matrices polimericas.™

Este trabajo se centra en nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro,
funcionalizadas con ADN y APN, formando conjugados con su hebra de ADN
complementaria. El principio activo utilizado (doxorrubicina), se intercala dentro de los
puentes de hidrogeno de la doble hebra. Este disefio de plataforma funcional puede
actuar dirigiendo agentes terapéuticos al sitio deseado con una disminucién de los
efectos secundarios. Ademas, la liberacién de la doxorrubicina puede tener lugar bajo
la aplicacién de hipertermia magnética. El calor generado por las MNPs al ser
expuestas a un campo magnético alterno daria lugar a la desnaturalizacién de las

1213 Existen varios estudios de

hebras de ADN vy la posterior liberacién del farmaco.
disefios de nanoplataformas magnéticas para la combinacion de hipertermia
magnética y quimioterapia en el tratamiento del cancer.”* Un ejemplo donde el
principio activo es protegido fue el de Taratula y colaboradores™, ellos disefiaron una
plataforma multifuncional en las que las MNPs se encontraban recubiertas con poli
(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) (PMAO) (para garantizar la estabilidad en medio
acuoso) y con una capa adicional de poli(etilenimina) (PEI) que proporcionaba grupos
amino para la funcionalizacion con polietilenglicol (PEG) para estabilizar las
nanoparticulas en medio bioldgico. El PEG permitié también la unién de la hormona
LHRH para asi obtener un sistema dirigido a los receptores de LHRH en células de
cancer de ovario. La doxorrubicina se cargd mediante encapsulacién fisica en el

complejo polimérico (Figura 2). La liberacién de la doxorrubicina se produjo mediante
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la aplicacion de campo magnético alterno (AMF). In vitro, en el tratamiento de
quimioterapia convencional con la nanoplataforma disefiada se observéd una
disminucion del 27 % en la viabilidad celular. Al combinar la quimioterapia con la
hipertermia magnética se alcanzd un nivel de muerte celular del 95 %, demostrando el
efecto sinérgico de los dos tratamientos.
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Figura 2. Disefio de la nanoplataforma de nanoparticulas de 6xido de hierro encapsulando
doxorrubicina entre el polimero (A), las nanoparticulas se funcionalizan con PEG (B) y se
conjuga el péptido LHRH al PEG (C).

5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1. Intercalacion de Doxorrubicina en MNPs-8 y MNPS-10

El objetivo principal en el desarrollo de esta tesis era obtener una plataforma
funcional estable, para la liberaciéon controlada de doxorrubicina. En este capitulo se
ha llevado a cabo la intercalacion de la doxorrubicina entre las dobles hebras de los
conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN” de las plataformas optimizadas en el capitulo 3.

5.2.1.1. Procedimiento general de reaccion

Existen varios estudios llevados a cabo sobre los mecanismos de transferencia de
electrones que conducen a la intercalacidén de la doxorrubicina en las dobles hebras de
ADN, y mantener la doxorrubicina estable en su interior. Ademas de factores cinéticos

y termodinamicos, los cuales influyen en la interaccién del ADN y Ia doxorrubicina.”*®

El procedimiento utilizado para la intercalacidon de doxorrubicina en la plataforma
MNPs-8@Dox, consistié en adicionar 7.57 nmol Dox/mg Fe bajo agitacion suave
durante 30 minutos (Figura 3). Trascurrido dicho tiempo se realizaron cuatro lavados
mediante centrifugacion a 25000 x g, 20°C durante 1h para eliminar el exceso de
doxorrubicina no intercalada (proceso similar al realizado en la etapa de purificacién
del procedimiento de hibridacién, ver capitulo 3, apartado 3.4.1.2). Los
correspondientes sobrenadantes fueron cuantificados mediante espectroscopia de
fluorescencia para estimar de manera indirecta la cantidad de doxorrubicina
intercalada entre las dobles hélices de la plataforma.
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Figura 3. Representacién esquematica del procedimiento de intercalacién de la

doxorrubicina en la plataforma MNPs-8 @Dox

La intercalacion de la doxorrubicina se ha estudiado en la plataforma MNPs-8 con
diferentes longitudes de cadena de ADN” complementario (13, 11 y 9 pb) asi como con
diferentes fluoréforos (FAM y Dy490) en la cadena de ADN” complementario de mayor
longitud y con ADN”” complementario de 13 pb en ausencia de fluoréforo. La liberacién
de la doxorrubicina se ha llevado a cabo utilizando los dos métodos estudiados en el
capitulo 4 (calentamiento global e hipertermia magnética) y se ha cuantificado
midiendo su fluorescencia a 592 nm.

5.2.1.2. Cuantificacion de la intercalacion de doxorrubicina en las
plataformas MINPs-8@Dox y MNPs-10@Dox

La cuantificacion de la intercalacion de doxorrubicina se llevé a cabo midiendo la
de fluorescencia de los sobrenadantes reservados en los lavados (excitacion a 480 nm
y emision a 592 nm). De manera similar a la cuantificacién de las hebras de ADN”
complementario marcadas con fluoréforo FAM, los datos obtenidos fueron

extrapolados a una recta de calibrado realizada a partir de muestras estandar. Los
porcentajes de intercalacién de doxorrubicina indicados en la Tabla 1 corresponden a
la diferencia entre la cantidad de doxorrubicina inicial (400 pmol, correspondiendo a
7.57 nmol Dox/mg Fe) y la doxorrubicina cuantificada en los sobrenadantes de cada
plataforma estudiada.
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Estimacion de | Estimacion de
prosllls Doy sobrenadantes | intercalacion &
anadidos ? INTERCALACION
(pmol) (pmol)

M(':::tfg'i;’x 2043+342 | 195.7+34.2 48.1

'V(T:;;/li%ﬁf)’x 400 184.5420.6 | 215.5+20.6 53.9
(v]
MNPs-8@Dox
(ADN'/APN') 214.6+7.8 185.4 + 7.8 46.4
(50/50)

Tabla 1. Valores obtenidos en la estimacién de la intercalacidon de Dox en las plataformas
MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox con ADN” marcado con fluoréforo FAM. 3 Los 400 pmol

corresponden a la concentracion de 7.57 nmol Dox/mg Fe.

Los resultados obtenidos demostraron una tendencia similar de intercalacion de la
doxorrubicina tanto en el experimento control (MNPs que carecen de ADN’ y APN’,
para observar las interacciones inespecificas de la doxorrubicina con el recubrimiento
polimérico de las MNPs) como en las dos plataformas funcionalizadas con ADN’ y
ADN’/APN’, respectivamente. Inicialmente, nos planteamos que la intercalaciéon de la
doxorrubicina en la plataforma MNPs-8 tenia lugar de manera inespecifica, debido a
que el conjugado APN’/ADN” no presenta la misma disponibilidad de unién entre los
pares de bases debido a la forma de su estructura de doble hélice. La intercalacién es
ligeramente superior en la plataforma MNPs-10@Dox con respecto al control y la
MNPs-8@Dox; esta mayor unién podia deberse a las interacciones inespecificas como
se ha observado en el control, en combinacion con la mayor facilidad de Ia
doxorrubicina de intercalarse en el conjugado ADN’/ADN”’ debido a la disposicion de la
estructura de doble hélice a través de su surco mayor debido a su mayor espacio, y

menor impedimento estérico.

Otro estudio que se llevd a cabo consistid en intercalar doxorrubicina del mismo
modo que el procedimiento de intercalacién descrito en este apartado, pero en este
caso, las plataformas funcionales carecian de fluoréforo en sus hebras de ADN”

complementario. Este ensayo proporcionaria informacién sobre la influencia que
ejerce el fluoréforo a la hora de intercalarse las moléculas de doxorrubicina (Tabla 2).
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Estimacion de | Estimacion de
PRl PG sobrenadantes | intercalacion &
afiadidos INTERCALACION
(pmol) (pmol)

MNPs-1 D

(10;y iIC;)N,‘)’x 25274923 147.3+9.3 36.8

(1)
400
MNPs-8@Dox
(ADN'/APN') 258.3+14.4 141.7+14.4 354
(50/50)

Tabla 2. Valores obtenidos en la estimacién de la intercalacion de Dox en las plataformas
MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox sin fluoréforo en el ADN” complementario @ Los 400 pmol
corresponden a la concentracion de 7.57 nmol Dox/mg Fe.

Los valores obtenidos en la intercalacidn demostraron una unién similar de
doxorrubicina en ambas plataformas. Este hecho podia deberse a que la doxorrubicina
no se intercalaba en el conjugado APN’/ADN”, como se ha comentado en el ensayo
anterior, debido a la menor transferencia de electrones que puede presentar el nicleo
de anillos aromdticos de la doxorrubicina. Esta al intercalarse en el conjugado
APN’/ADN” crearia una inestabilidad y solo se encontraria intercalada en el conjugado
ADN’/ADN”. Este primer planteamiento contradecia los estudios hasta ahora llevados
a cabo en los que la plataforma MNPs-8 (ADN’/APN’, 50/50) presentaba mayor
hibridacion que la MNPs-10 (ADN’, 100%). Otra hipotesis planteada en el ensayo con
hebras de ADN” marcadas con fluoréforo, era que la unidn inespecifica de la
doxorrubicina a la superficie de las MNPs-6, era superior a la intercalacion en las doble
hebras y enmascarando la liberacidn de las plataformas. Por ultimo, se pensé que el
fluoréforo FAM interferia en las medidas de fluorescencia, enmascarando la sefnal
emitida por la doxorrubicina.

Si se comparaban las plataformas MNPs-8@Dox (46.4 frente a 35.4 % de
intercalacién respectivamente) y MNPs-10@Dox (53.9 frente a los 36.8% de
intercalacién), ambas con vy sin fluoréforo, se observé una disminucidon del porcentaje
de intercalacion en ambas plataformas en ausencia de fluoréforo. Este hecho también
contradecia los estudios realizados hasta el momento, puesto que, si el fluoréforo
favorecia la intercalacién de doxorrubicina por los resultados observados, debia de ser
mayor para las MNPs-8@Dox puesto que la hibridacion con ADN” complementario y
posterior liberacién, con respecto a la MNPs-10@Dox en estudios realizados en el
capitulo 3. La presencia de hebras de ADN”’ complementario marcado con fluoréforo al
producirse la liberacion, interferiria en la sefial de doxorrubicina, provocando un
aumento del valor cuantificado de liberacién de doxorrubicina.

Se pudo concluir con los resultados observados que el fluoréforo no interfiere en
la intercalacidn de doxorrubicina, pero si en su cuantificacién, enmascarando su sefial
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de emisién. La similitud de los resultados observados de ambas plataformas en la
intercalacién de la doxorrubicina (147.3 + 9.3 pmol de Dox en la plataforma MNPs-10@Dox
frente a los 141.7 + 14.4 pmol de la plataforma MNPs-8@Dox) podia deberse también a la
unién de doxorrubicina de manera inespecifica y no por intercalacion en la doble hebra
de los conjugados presentes en las plataformas funcionales.

Estos resultados fueron comparados con la liberacion de Dox unida a las
plataformas para ver el comportamiento de la Dox, si se encuentra unida
inespecificamente o no, presentado una estabilidad es menor y como consecuencia se
liberaria mayor cantidad de Dox a diferencia si se encuentra intercalada, su estabilidad
térmica seria mayor.

5.2.2. Liberacion de doxorrubicina mediante estimulos externos

La liberacién de la doxorrubicina de la plataforma funcional se llevé a cabo usando
los mismos métodos utilizados para la desnaturalizacién de las dobles hebras de ADN
(capitulo 4): calentamiento global e hipertermia magnética. Se ha estudiado la
liberacion de la doxorrubicina a diferentes temperaturas y en ausencia y presencia de
fluoréforo en el ADN” complementario de la plataforma funcional. Asi como en la
liberacion de doxorrubicina manteniendo la temperatura constante o no, al aplicar
campo magnético en la liberacion mediante hipertermia magnética.

5.2.2.1. Liberacion mediante calentamiento global

Para la liberacion de doxorrubicina mediante calentamiento global se siguié el
procedimiento general puesto a punto para la liberacién de ADN” complementario
(ver capitulo 4, apartado 4.2.2.1.1), empleando una muestra para cada temperatura
aplicada en la liberacion de doxorrubicina. Los estudios se realizaron utilizando las
plataformas MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox, asi como sus correspondientes controles
(control-1@Dox y control-2@Dox) en HEPES 10 mM (pH = 7.4) calentando a: 37°C,
para observar la liberacidn que se produciria a temperatura fisioldgica sin aplicar
ningun estimulo externo; 50°C (temperatura de desnaturalizacién Ttotal del conjugado
ADN’/ADN”) y 90°C (temperatura de desnaturalizacion Ttotal del conjugado
APN’/ADN”’) durante 30 minutos. Transcurrido dicho tiempo se procedié a separar la
doxorrubicina liberada de las MNPs mediante centrifugacidon a 25000 x g, 20°C durante
1h. Su cuantificacién se llevd a cabo mediante espectroscopia de fluorescencia
excitando a A = 480 nm y recogiendo la emisién a A = 592 nm. Los valores obtenidos se
encuentran representados en la Figura 4.
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Figura 4. Representacién grafica de la doxorrubicina intercalada y liberada a diferentes
temperaturas en: A) control-1@Dox, control-2@Dox y las plataformas MNPs-10@Dox y B)
control-1@Dox, control-2@Dox y MNPs-8@Dox, en presencia de fluoréforo FAM en el ADN”
complementario.

Tras analizar los resultados obtenidos en la liberacion de doxorrubicina mediante
calentamiento global, se compararon las cantidades intercaladas de doxorrubicina
para ambas plataformas como se muestra en la figura 4 Ay B. En cuanto a la liberacién
de doxorrubicina de la plataforma MNPs-10@Dox (Figura 4 A), se pudo observar un
aumento de la cantidad de doxorrubicina liberada al aumentar la temperatura. En los
correspondientes controles se observé la liberacidn de una mayor cantidad de
doxorrubicina con respecto a la plataforma funcional, con una liberacién casi total a
90°C. La plataforma funcional MNPs-8@Dox y los correspondientes controles (Figura 4
B), mostraron una tendencia similar, pero con valores ligeramente inferiores a la
plataforma MNPs-10@Dox. Ambas plataformas funcionales presentaron una liberacién
gradual de la doxorrubicina al aumentar la temperatura. A 37°C, la liberacién de Ia
plataforma MNPs-8@Dox a 37°C fue inferior con respecto a MNPs-10@Dox, indicando
una mayor estabilidad de la doxorrubicina en dicha plataforma a temperatura
fisioldgica. La aplicacidn de 90°C en ambas plataformas no llevé a la liberacién total de
la doxorrubicina intercalada, sino a aproximadamente un 30% para la plataforma
MNPs-10@Dox y un 49% para la plataforma MNPs-8@Dox. Para los controles (control-
1@Dox y control-2@Dox) se observé una mayor liberacion de doxorrubicina a todas
las temperaturas en comparacién con las plataformas, debido a la mayor inestabilidad
de la unién inespecifica de la doxorrubicina con el recubrimiento polimérico de las
MNPs, llegando hasta un rango de 85 a 90% a temperatura 90°C como se muestra en la
Tabla 3.
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% Dox % Dox % Dox % Dox % Dox
Intercalada Intercalada | liberada 37°C | liberada 50°C | liberada 90°C

100 % control-1@Dox 39.3 46.6 35.1 85.4
ADN' control-2@Dox 43.8 17.8 27.8 90.6
MNPs-10@Dox 49.8 4.4 7.5 30.5
control-1@Dox 39.3 46.6 35.1 85.4

(50/50)
ADN'/APN' control-2@Dox 41,2 22.5 25.9 85.1
MNPs-8@Dox 47.5 1.6 18.8 48.9

Tabla 3. Valores obtenidos expresados en porcentajes en la intercalacidn y liberacién de
doxorrubicina a diferentes temperaturas en el control-1@Dox y control-2@Dox, y las
plataformas MNPs-10@Dox y MNPs-8 @Dox

Los resultados recogidos en la tabla 3 indicaban los valores esperados, ya que la
intercalacién de la doxorrubicina era superior en las plataformas funcionalizadas. El
hecho de que a 372C la liberacién de la doxorrubicina de la plataforma MNPs-8@Dox
fuese muy baja sugiere que el uso de nanoparticulas puede prevenir la liberacion a
temperaturas fisioldgicas y es un resultado prometedor de cara a los estudios de
liberacion por hipertermia magnética. Estos resultados sin embargo no respaldaban la
hipdtesis planteada anteriormente, en la que se indicaba que el porcentaje de unién
tanto de MNPs-10@Dox como MNPs-8@Dox era similar debido a interacciones
inespecificas. Pero la variacion del resultado pudo deberse a la influencia del
fluoréforo FAM en la seial de emisidon de la doxorrubicina, esto es debido a que la
emisién del fluoréforo FAM se produce a 517 nm, manteniendo una cola emisién en
disminucion hasta 600 nm. Sabiendo que la doxorrubicina emite a 592 nm y su
intensidad es mucho menos marcada que el fluoréforo, enmascarando la sefial de

doxorrubicina,

Influencia de la longitud de cadena de ADN”’ complementario

A continuacién, se estudid la influencia de la longitud de la cadena de ADN”
complementario (13, 11y 9 pb, ver capitulo 3, apartado 3.2.5) en la intercalacién de la
doxorrubicina. Para ello se siguié el mismo procedimiento general de intercalaciéon
descrito en el apartado anterior con la plataforma MNPs-8 (con ADN”’-FAM de 13,11y
9 pb). Tras la purificacion, se procedid a la liberacién de doxorrubicina aplicando
calentamiento global (37, 50 y 90°C). Hay que destacar que en este ensayo se tomo
como control MNPs-8@Dox con ADN”’ con 13 pb, para comparar liberaciones de las
plataformas con menor longitud de cadena de ADN” complementario. Los resultados
mostrados en la Figura 5 indicaban que la liberacién de cantidad de doxorrubicina era
mayor al aumentar la longitud de cadena, dato que indicaba una mayor intercalacion
en las dobles hebras, afianzando la hipédtesis indicada con anterioridad que existia
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intercalacién en la doble hebra y que no se trataba solamente de una unién mediante
interacciones inespecificas. Para las tres longitudes de cadena se observd una
liberacion progresiva al aumentar la temperatura.

Liberacion de doxorrubinina de MNPs-8@Dox con
diferentes longitudes de cadena
2500
T

@ 2000 T |
) T T i
£ 1500 1 -
] - — M liberado a 37°C
o i |
S 1000 M liberado a 50°C
£
o 500 - — [4 liberado a 90°C

0 - e — JR—

9 pb 11 pb 13 pb
Ensayo

Figura 5. Representacién grafica de la liberacién de doxorrubicina intercalada en las dobles
hebras variando la longitud de cadena de ADN"-FAM complementario (13, 11, 9 pb) con
diferentes longitudes de cadena a diferentes temperaturas

5.2.2.2. Liberacion mediante la aplicacion de hipertermia

magnética

El siguiente estudio de liberacion de doxorrubicina con las plataformas
anteriormente mencionadas se llevd a cabo aplicando hipertermia magnética, y al igual
gue en el capitulo 4, se compararon ambos métodos de liberacidén. De esta manera se
podia estimar la doxorrubicina liberada a nivel macroscépico (liberacion mediante
calentamiento global) y la obtenida a nivel de nanoescala (mediante hipertermia
magnética). Se relacioné la cantidad de doxorrubicina liberada por ambos métodos, en
el caso de calentamiento global, esta cantidad llevaba asociada una determinada
temperatura, por lo que podiamos estimar la temperatura que habia alcanzado la
MNPs en su superficie, como se detalla en el capitulo 4 (apartado 4.2.2.2.1).

El procedimiento utilizado para la liberacion de doxorrubicina mediante
hipertermia magnética consistio en la aplicacion de un campo magnético alterno con
una frecuencia y campo fijas durante 30 minutos, midiendo la temperatura al
comienzo y final de cada ensayo. Al igual que en los estudios descritos en el capitulo 4,
se llevaron a cabo experimentos tanto sin como con mantenimiento de la muestra a
una temperatura constante (37°C) en el medio mediante un bafio termostatizado de
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circuito cerrado. El procedimiento de separacion de las muestras se llevd a cabo por
centrifugacién a 25000 x g, 20°C durante 1 h. Transcurrido este tiempo se cuantificé la
doxorrubicina liberada mediante medidas de fluorescencia como en el caso de la
liberacién por calentamiento global.

En un primer ensayo se comparo la liberacién de doxorrubicina de las plataformas
MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox manteniendo la temperatura constante en el medio o
no durante la aplicacién de hipertermia magnética. Los resultados obtenidos indicaron
que la liberacidon de doxorrubicina era similar para la plataforma MNPs-10@Dox (63%
de la cantidad de doxorrubicina que se intercald, que correspondia a un 49, 8%) tanto
si se mantenia constante la temperatura, como si no. Para la plataforma MNPs-8@Dox
se intercald un 47.5%, de los cuales se observd fueron liberados un 53% en el caso de
mantener @Dox manteniendo la temperatura constante. Si se comparaban las dos
plataformas, se observé en las MNPs-10@Dox una liberacion de doxorrubicina
ligeramente superior a la obtenida con las MNPs-8@Dox cuando se mantenia
constante la temperatura en el medio, y una diferencia mayor si no se controlaba la
temperatura (Figura 6).

Liberacidon de doxorrubicina mediante
hipertermia magnética
3000 -
M Sin T2 constante 4 Con T2 constante
v 2500 =
by I
oo
£ 2000 - S—
S~
é 1500 - —
o
< 1000 - B
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Q 500 —
O I
MNPs-10@Dox MNPs-8@Dox
(100% ADN) (ADN'/APN', 50/50)
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Figura 6. Representacidn grafica de la liberacion de doxorrubicina de las plataformas
MNPs-10@Dox y MNPs-8@Dox aplicando hipertermia magnética.

Estos resultados se compararon con los obtenidos por calentamiento global (Tabla 4),
y se pudo estimar la temperatura estimada que alcanzaba la MNPs en el medio y la
cantidad liberada sin un aumento elevado de temperatura.
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Hipertermia magnética Calentamiento global
Sin T2 ConT2
constante constante

TETi=AT(°C) | TETi=AT(C) | > ¢ 20°C 20°c

29.4-24.1=5.3|37.6-37.0=0.6

MNPs-10@Dox
(100% ADN) 2378.6 £38.5 2409.1 £78.2 677.5+108.8 | 578.0+27.4 | 1042.0 +151.0

pmol Dox/mg Fe

MNPs-8@Dox
(ADN'/APN')
(50/50)
pmol Dox/mg Fe

1913.7 £151.1 2283.8 +96.6 538.4+53.2 | 411.1+157.8 | 1326.7 £ 222.7

Tabla 4. Comparacién de los resultados obtenidos en la liberacién de doxorrubicina por los dos
métodos de liberacion empleados para las plataformas MNPs-10@Dox y MNPs-8@ Dox

Como sucedié en el estudio de la liberaciédn del ADN”’-FAM en el capitulo 4, en
el caso de ambas plataformas (MNPs-10@Dox y MNPs-8@Dox) se observé una mayor
liberacion de doxorrubicina al aplicar hipertermia magnética (tanto con como sin
mantenimiento de la temperatura contante en el medio) que en el caso de la
liberacion por calentamiento global. En la plataforma MNPs-8@Dox, al aplicar
hipertermia magnética a temperatura constante (37°C), la cantidad de doxorrubicina
liberada era 1.7 veces superior a la obtenida al calentar a 90°C. Esto ocasioné un
aumento de temperatura en la superficie de las MNPs, que a diferencia del medio en el
gue se encontraba disuelta la MNPs no superd los 38°C.

Influencia del fluoréforo FAM en el ADN”’ complementario

Otro pardmetro a tener en cuenta en los estudios de liberacién es la influencia
del fluoréforo, ya que el fluoréforo debido a su naturaleza y su estructura pueden
desfavorecer el procedimiento de intercalacién; por ello, se planted un ensayo donde
las plataformas se encontraban hibridadas con ADN” con y sin fluoréforo. El
procedimiento de liberacién y cuantificacién fue el mismo que el descrito en el

apartado anterior, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 5.
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Hipertermia Magnética
ADN" -sin fluoréforo ADN"-FAM
Sin T2 constante | Con T2 constante | Sin T2 constante | Con T2 constante

MNPs-10@Dox
(100% ADN)

MNPs-8@Dox
(ADN'/APN') 2095.4 £ 68.1 2954.3 £39.7 1913.7 +151.1 2283.8 £ 96.6
(50/50)

1774.8 £26.5 2524,4 +57.3 2378.6 £38.5 2409.1 +78.2

Tabla 5. Resultados de la liberacidn de doxorrubicina mediante hipertermia magnética de
las plataformas MNPs-10@Dox y MNPs-8@Dox en presencia y ausencia de fluoréforo en la
hebra de ADN” hibridadas en las plataformas.

Como se puede observar, la cantidad de doxorrubicina liberada de la plataforma
MNPs-8@Dox en ausencia de fluoréforo en las hebras de ADN complementario era
superior a la liberada cuando la hibridacién se habia llevado a cabo con ADN”’-FAM. En
cambio, para la plataforma MNPs-10@Dox se observé una disminucién de la cantidad
liberada en ausencia de fluoréforo cuando en el ensayo no se mantenia la temperatura
constante y aumentaba ligeramente sin fluoréforo cuando la temperatura del medio
permanecia constante. Esto llevd a pensar que la doxorrubicina presente en la
plataforma MNPs-10@Dox con fluoréforo se encontraba enmascarada por la seial
residual del FAM, cuantificando una liberacién que no se correspondia con la real.
Ademas, también se ha descrito en bibliografia'’ que la disposicién de la doxorrubicina
en la doble hebra de ADN puede dar lugar a una perdida en la intensidad de emision.

5.2.3. Estudios preliminares de viabilidad celular y liberacion in
vitro

La capacidad de liberacién de doxorrubicina de la plataforma funcional MNPs-
8@Dox bajo el estimulo de hipertermia magnética se estudid in vitro en la linea celular
HCT116 (células derivadas de carcinoma de colon humano). Asimismo, se realizé un
estudio preliminar de la citotoxicidad de las MNPs en dos lineas celulares: MCF-7
(células derivadas de adenocarcinoma de mama humano).

5.2.3.1. Estudios de citotoxicidad

En la practica no existen protocolos estandarizados para medir la citotoxicidad,
por tanto, es necesario realizar ensayos con diferentes lineas celulares puesto que
cada una de ellas puede presentar una respuesta diferente debido a su naturaleza o a
la capacidad de reproducirse.18 En este trabajo se emplearon dos lineas celulares para
estudiar la viabilidad celular utilizando el reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol), sal de tetrazolio que es transformada por las
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas, reaccién acompafiada por un
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cambio de color de amarillo a azul.” Los experimentos fueron realizados incubando las
dos lineas celulares durante 24 h tanto con las plataformas MNPs-6, MNPs-8 (Dy490) y
MNPs-8@Dox en concentraciones crecientes (10 a 200 pg Fe/ml) como con
doxorrubicina libre (0.05 a 20 uM). Tras la eliminaciéon de las MNPs eliminaron las
plataformas y la doxorrubicina mediante lavados con medio de cultivo celular, se
afiadio el reactivo MTT y se incubaron las células durante 24 h. Los cristales de
formazdn formados se disolvieron en DMSO y se midié la absorbancia a 550 nm. La
Figura 7 muestra que tanto en la linea celular HCT116 como en la MCF-7 habia una
disminucion progresiva de la viabilidad celular al aumentar la concentracion de MNPs,
llegando hasta una reduccion de 35 — 40% en la viabilidad celular. Sin embargo, si se
comparan las diferentes plataformas a una misma concentracién, no se observan
diferencias significativas entre las dos lineas celulares.
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Figura 7. Representacion de los ensayos de citotoxicidad mediante el reactivo MTT de las
plataformas funcionales MNPs-6, MNPs-8(Dy490) y MNPs-8@Dox a diferentes
concentraciones en las lineas celulares HCT116 y MCF-7
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En los experimentos llevados a cabo con doxorrubicina libre, se observd una
diferencia muy clara entre las dos lineas celulares. En las células MCF-7, si bien se
observd una disminucidn progresiva en la viabilidad al aumentar la concentracion de
doxorrubicina, a la concentracion mds elevada (20 uM) las células seguian
manteniendo un 50% de viabilidad. Por lo contrario, las células HCT116
experimentaron una disminucidn muy marcada de la viabilidad celular al aumentar la
concentracion de doxorrubicina, traducida en aproximadamente un 25 % de viabilidad
celular a una concentracion de 10 uM de doxorrubicina libre. Estos resultados
demostraron que el mecanismo de accién de la doxorrubicina varia dependiendo del

tipo de linea celular, siendo su toxicidad mas elevada en la linea celular HCT116 (Figura
8).
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Figura 8. Andlisis de la citotoxicidad de la doxorrubicina libre a diferentes concentraciones
en las lineas celulares HCT116 y MCF-7

La comparacion del efecto de la doxorrubicina libre con la presente en Ia
plataforma MNPs-8@Dox a la misma concentracidon, nos permitiria estimar la
capacidad de la plataforma para actuar como sistema de liberacidn controlada. En la
situacion ideal, las MNPs permitirian alcanzar el efecto terapéutico utilizando una dosis
significativamente inferior de principio activo, aumentando asi la eficacia del
tratamiento y a la vez disminuyendo los efectos secundarios de la doxorrubicina libre.
Para ello, se calcularon las concentraciones de doxorrubicina presente en la plataforma
MNPs-8@Dox a las distintas concentraciones empleadas en el ensayo MTT (Tabla 6).
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Dox (uM) en | HCT116 (%) | MCF-7 (%) | Doxlibre | HCT116 (%) | MCF-7 (%)
MNPs-8@Dox | Viabilidad Viabilidad (M) Viabilidad Viabilidad
0,023 92,5 102,5 0,05 93 94
0,045 93,5 94 0,2 81 81
0,114 85,5 85,5 0,5 65 77,5
0,227 77 74,5 1 54 75,5
0,341 75,5 66,5 2 39,5 76,5
0,454 67,5 62 5 30 62,5
10 24,5 62
15 24,5 60
20 26,5 48,5

Tabla 6. Comparacion de la viabilidad de dos lineas celulares HCT116 y MCF-7 con las
plataformas M NPs-8@Dox y doxorrubicina libre a distintas concentraciones en los ensayos

MTT a la concentracidén resaltada en negrita.

Al comparar la citotoxicidad de las MNPs-8@Dox a la maxima concentracion
estudiada (200 pg Fe/ml, equivalente a una concentracién 0.454 uM de doxorrubicina)
con la concentracidon correspondiente de doxorrubicina libre (0.5 uM), se puede
concluir que la viabilidad celular era muy similar para las células HCT116 (60% de
viabilidad). Esta similitud de resultados pudo deberse a que la doxorrubicina no se
hubiera intercalado en las hebras de ADN y se encontrara unida inespecificamente en
la cubierta de polimero de las MNPs. Esta hipotesis fue corroborada por los ensayos
realizados en la liberacidn mediante calentamiento global e hipertermia, donde la
doxorrubicina liberada en el control-2@Dox (estima la unidn inespecifica de la
doxorrubicina en la superficie) se asemejaba a la liberada en la plataforma MNPs-
8@Dox. Ademads, si se comparaba el control con las plataformas MNPs-8(Dy490) y
MNPs-8@Dox en el estudio de MTT, el porcentaje de viabilidad era muy similar, por lo
que la toxicidad podia deberse a la plataforma misma y no a la doxorrubicina
intercalada. Esta plataforma podia tener una mayor cantidad de doxorrubicina unida
de manera inespecifica creando la toxicidad como se mostré en los resultados. En
cuanto a las células MCF-7 era ligeramente superior el % de viabilidad en
doxorrubicina libre que, en la plataforma, lo que afianzaba la teoria de que la
plataforma tenia una citotoxicidad superior a la Dox libre por lo expuesto en este
parrafo con las células HCT116.
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5.2.3.2. Estudios preliminares de hipertermia magnética en
células HCT116 con MNPs-8@Dox

Una vez estudiada la citotoxicidad de las plataformas MNPs-6, MNPs-8 (Dy490) y
MNPs-8@Dox, ademds de la de doxorrubicina libre en las lineas celulares empleadas
(HCT116 y MCF-7), se llevé a cabo un estudio preliminar de liberacidon de doxorrubicina
de la plataforma MNPs-8@Dox mediante aplicacion de hipertermia magnética en la
linea celular HCT116. La eleccién de esta linea celular fue motivada por los resultados
obtenidos en los ensayos de citotoxicidad, los cuales mostraban que la doxorrubicina
libre tenia un mayor efecto citotdxico en las células HCT116 que en las MCF-7. Para
poder descartar el efecto de la aplicacién del campo magnético en la viabilidad celular,
se estudiaron tres condiciones experimentales diferentes: 1) Control (células sin
incubar con MNPs y sin aplicacion de hipertermia magnética, MNP-HT-); 2) Células sin
incubar con MNPs, pero expuestas al campo magnético (MNP-HT+); 3) Células
incubadas con MNPs y expuestas al campo magnético (MNP+HT+). Las células fueron
sembradas en cubreobjetos e incubadas en una placa de 24 pocillos durante 48 h antes
de incubar durante 90 min con MNPs-8@Dox (150 pg Fe/ml, concentracion
equivalente a 0.34 uM de doxorrubicina libre). Tras eliminar las MNPs mediante
lavados con PBS, los cubreobjetos correspondientes a los experimentos 2 y 3 se
introdujeron en un tubo de ensayo conteniendo medio de cultivo celular a 37°C. La
temperatura se mantuvo constante a 372C durante todo el experimento utilizando un
circuito cerrado de bafio termostatizado de agua a 36.4°C (Figura 9). Tras la aplicacién
de un campo magnético (829 kHz y 20.10 kA/m) durante 30 minutos, se observd un
aumento de temperatura de 36.4 a 38.6°C en el medio. Transcurrido el tiempo de
aplicacion de hipertermia magnética, se extrajeron los cubreobjetos y se volvieron a
colocar en la placa de 24 pocillos en presencia de medio de cultivo fresco y se
incubaron durante toda la noche. El efecto de la liberacién de doxorrubicina se analizd
transcurridas 24 h desde la aplicacién de hipertermia magnética, mediante ensayos de
viabilidad celular (MTT) y el andlisis de la morfologia celular por microscopia dptica.
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Figura 9. Esquema del diseio del experimento de HT in vitro

Estudio de viabilidad celular (MTT)

Los resultados obtenidos en el analisis de la viabilidad celular 24 h después de la
aplicacion de la hipertermia magnética demostraron la ausencia de muerte celular
inducida por la liberacién de doxorrubicina. Las viabilidades celulares observadas en
los experimentos 2 y 3 fueron similares (aproximadamente 80%); la reduccién en la
viabilidad celular en comparacién con la muestra control fue atribuida a la
manipulaciéon fisica de las muestras, hipdtesis corroborada por las imdagenes de
microscopia 6ptica (ver el siguiente apartado).

Absorbancia | Absorbancia

H 0, H oge
(muestra1) | (muestra 2) Media | % Viabilidad

1) Control - MNP-HT- 0.542 0.431 0.487 100%
2) MNP-HT+ 0.27 0.490 0.380 78%
3) MNP+HT+ 0.29 0.484 0.387 79%

Tabla 7. % de viabilidad celular mediante MTT tras la aplicacion de hipertermia magnética

Andlisis de la morfologia celular (microscopia dptica)

La morfologia celular se analizé tras la aplicacién del campo magnético (t=0) y
transcurridas 24 h, como se muestra en la Figura 10. Como se puede comprobar en las
imagenes, no se aprecian alteraciones morfoldgicas que puedan ser indicativas de
muerte celular atribuida a la liberaciéon de la doxorrubicina de la plataforma MNPs-
8@Dox. La disminucién de la viabilidad celular observada por MTT tanto en el
experimento 2 (MNP-HT+) como en el 3 (MNP+HT+) fue atribuida a la compleja
manipulacién de los cubreobjetos, ocasionando la muerte de las células situadas en los
bordes del cubreobjetos debido al secado parcial de los mismos.
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Figura 10. Imagenes de microscopia Optica de células HCT116 con y sin MNPs-8@Dox
tomadas tras la aplicacién del campo magnético (arriba: 0 h; abajo: 24 h).

5.3. CONCLUSIONES

En primer lugar, se ha estudiado la liberacion de doxorrubicina en condiciones

Optimas de funcionalizacion ADN’/APN’ (50/50) de la plataforma funcional MNPs-
8@Dox, mediante calentamiento global y localizado (hipertermia magnética),
demostrando una mayor liberacién en el segundo caso.
Los estudios de liberacion de la doxorrubicina calentando a la temperatura de
desnaturalizacion de los conjugados ADN’/ADN” y APN’/ADN”” han demostrado que, a
temperatura fisioldgica, la liberacion del farmaco es minima, si bien aumentando la
temperatura se observé un incremento de la cantidad de doxorrubicina liberada. Se
observd que la presencia del APN’ en el sistema aumentaba la capacidad de
intercalacién con respecto a la existencia de sélo ADN’-ADN”, y que la presencia de
fluoréforo no parece influir en la intercalacién y liberacion de doxorrubicina, pero si en
el proceso de cuantificacién.

Se han llevado a cabo estudios preliminares de citotoxicidad de la plataforma
optimizada en dos lineas celulares MCF-7 y HCT116, observando una disminucion de
viabilidad similar a la doxorrubicina libre en las mismas concentraciones.
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Finalmente, se ha realizado un ensayo de liberacién de doxorrubicina mediante
hipertermia magnética en células HCT116 incubadas con la plataforma funcional
MNPs-8@Dox. Tanto los ensayos de viabilidad celular, como la observaciéon de la
morfologia celular indicaron que no existia muerte celular que pudiera ser atribuida al
efecto citotoxico de la doxorrubicina liberada.

5.4. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos y disolventes que han sido empleados en la realizacién de este trabajo
fueron adquiridos en casas comerciales (Sigma Aldrich, Acros Organics), salvo que se
especifique lo contrario.

Las plataformas utilizadas en todos los ensayos son MNPs-6, MNPs-7, MNPs-8 y
MNPs-10 optimizadas en el capitulo 3, con ADN’ (5° CAGTCGCCAAGCT 3’) y APN’
(ACCCAGTCGCCAAGC) y ADN”-FAM (5 FAM-AGCTTGGCGACTG 3), salvo que se
especifique lo contrario en cada caso.

Todos los ensayos que se describen a continuacion fueron realizados por triplicado.
5.4.1 Intercalacion de Doxorrubicina en MNPs-8 y MNPs-10

5.4.1.1. Procedimiento general de reaccion

A cada eppendorf conteniendo las plataformas funcionales MNPs-8 y MNPs-10
y los controles (control-1y 2), a una concentracién de 0.2 mg Fe/ml en PBS 10 mM (pH
= 7.4), se la adicionaron gota a gota 400 pmol de doxorrubicina (100 uM). Las muestras
se mantuvieron en continua agitacion durante 30 minutos y transcurrido el tiempo se
centrifugaron a 25000 x g durante 1 h a 20°C. Los sobrenadantes se eliminaron y
posteriormente se resuspendieron las plataformas en 400 ul de PBS 10 mM (pH = 7.4),
se centrifugaron de nuevo en iguales condiciones y se elimind de nuevo el
sobrenadante. El procedimiento de purificaciéon de las plataformas enumeradas en
este parrafo se llevd a cabo 3 veces. Seguidamente se adiciond el volumen de PBS
necesario para obtener una concentracion de las plataformas de 0.132 mg Fe/ml. Los
sobrenadantes de cada lavado se reservaron para cuantificar la cantidad de
doxorrubicina intercalada (apartado 5.4.1.2). La liberacién de doxorrubicina se llevo a
cabo siguiendo los procedimientos de calentamiento global e hipertermia magnética
descritos en el apartado 5.4.2. La cuantificaciéon de la cantidad de doxorrubicina
liberada de las plataformas MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox, junto con las MNPs-
6@Dox y MNPs-7@Dox (controles-1 y 2) se llevd a cabo mediante medidas de
fluorescencia (ver apartado 5.4.2.3).
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5.4.1.2. Cuantificacion de la intercalacion de Doxorrubicina

La cuantificacion de la intercalacion de doxorrubicina entre las doble hebras de

ADN’/ADN” y APN’/ADN” de las plataformas y controles utilizados, se llevé a cabo
mediante medidas de espectroscopia de fluorescencia de los sobrenadantes del
proceso de purificacién. Los espectros se tomaron excitando la doxorrubicina a una
longitud de onda A = 480 nm y midiendo la emisidn a A = 592 nm. Los datos obtenidos
fueron extrapolados a una recta de calibrado de muestras estandar. Los valores de
intercalacién fueron obtenidos en porcentaje utilizando la siguiente ecuacion:

pmol Dox inicil — X pmol sobrenadante

% Unién Dox = ( ) X 100

pmon Dox inicial

Las muestras estandar se prepararon tomando 400 pmol de Dox (100 uM) y
diluyendo hasta 2 ml en PBS 10 mM (pH = 7.4) (Estdndar 1, 5 uM). Seguidamente se
realizaron las siguientes diluciones en PBS 10 mM (pH = 7.4): Estandar 2: (2.5 uM),
Estandar 3: (1.25 uM), Estandar 4: (6.25*10" pM), Estdndar 5: (3.125*107" uM),
Estandar 6: (1.56*10™ uM), Estandar 7 (7.8*10 uM)).

5.4.2. Métodos de liberacion de doxorrubicina

La liberacién de doxorrubicina de los controles (control-1@Dox y control-2@Dox) y
de las muestras MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox, se llevd a cabo mediante
calentamiento global e hipertermia magnética, de manera similar a la liberacion de

ADN"” complementario, capitulo 4 (ver apartado 4.4.2).
5.4.2.1. Liberacion por calentamiento global

l. Los controles (control-1@Dox y control-2@Dox) y las plataformas MNPs-
8@Dox y MNPs-10@Dox se analizaron por triplicado para cada temperatura
empleada (37, 50, y 90°C)

Il. Para las plataformas MNPs-8@Dox hibridadas con 3 longitudes de hebras de
ADN"” complementario (13, 11 y 9 pb) se aplicaron las mismas temperaturas
de desnaturalizacién (37, 50, 90°C).

Il. A las plataformas MNPs-8@Dox y MNPs-10@Dox, en las que el ADN”
complementario (13 pb) se encuentra o no marcado con fluoréforo (FAM) y
se les aplicaron las temperaturas de liberacidon detalladas en el punto | de
este apartado.
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5.4.2.2. Liberacion mediante aplicacion de hipertermia magnética

La liberacién de doxorrubicina, tanto en los controles como las plataformas
mencionadas al inicio del apartado 5.4.2, se llevd a cabo aplicando un campo
magnético alterno con una frecuencia de 829 kHz y una amplitud de 20.10 kA/m
durante 30 minutos. Los ensayos se llevaron a cabo con y sin temperatura constante
en el medio, de igual manera que en el capitulo 4 (apartado 4.4.2.2.)

5.4.2.3. Cuantificacion de la liberacion de Doxorrubicina

La cuantificacién de la liberacidn de doxorrubicina en las diferentes plataformas se

llevé a cabo mediante medidas de fluorescencia para ambos métodos (calentamiento
global e hipertermia magnética).

La cantidad de doxorrubicina liberada fue calculada mediante la diferencia entre
la cantidad de doxorrubicina unida y la cantidad liberada y fue expresada en
porcentaje como muestra la siguiente ecuacién:

pmol Dox unida — pmol Dox liberada

% Dox liberada = ( ) x 100

pmol Dox unida

5.4.3. Estudios preliminares de viabilidad celular y liberacion in
vitro

5.4.3.1. Ensayos de citotoxicidad HCT116 y MCF-7

Los ensayos de toxicidad fueron llevados a cabo con las plataformas funcionales
MNPs-6, MNPs-8, MNPs-8@Dox y doxorrubicina libre, calculando el porcentaje de
viabilidad celular mediante el ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol). Las lineas celulares empleadas fueron las MCF-7 (células derivadas de
adenocarcinoma de mama humano) y HCT116 (células derivadas de carcinoma de
colon humano). Todas las MNPs fueron filtradas en condiciones estériles usando filtros
de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore) antes de emplearlas en los ensayos in vitro.

Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de 6000
células/pocillo (MCF-7) y 5000 células/pocillo (HCT116) en 200 pl de medio de cultivo.
Las células se incubaron durante 24 h a 37°C en medio de cultivo completo (Dulbecco’s
modified Eagles’s médium, DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB, 10 %),
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y glutamina (2 mM), en atmosfera
humeda con 5 % CO,. Tras 24 h, se retird el medio de cultivo y se reemplazé con 200 pl
de medio de cultivo con las plataformas funcionales MNPs-6, MNPs-8 (Dy490), MNPs-
8@Dox, a diferentes concentraciones (10, 20,50, 100, 150, 200 pg Fe/ml) y para la
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doxorrubicina libre (0, 0.05, 0.2, 0.5, 1, 2, 10, 15, 20 uM) en 200 pl de medio de cultivo
suplementado con 10 % de SFB. Tras 48 h de incubacion a 37°C con 5% de CO,, se
retiré el medio tras centrifugar las células, a 700 x g durante 25 minutos. Se afiadieron
200 pl de medio de cultivo con 20 ul de MTT (5 mg/ml) en PBS. Tras 90 minutos de
incubacién a 37°C con 5 % de CO,, se centrifugaron de nuevo las células y se eliminé el
sobrenadante. Posteriormente se afiadieron 200 pl de DMSO y se mezclaron
cuidadosamente con las células para disolver los cristales formados de azul de
formazan. A continuacién, se midié la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro
Multiskan™ Go UV/Vis (Thermo Scientific) y mediante una relacién de absorbancia se
determind el porcentaje de viabilidad (ver apartado 5.4.4.4). Los experimentos fueron
realizados por triplicado y se repitieron dos veces. Los valores de absorbancia fueron
corregidos con un blanco (medio de cultivo) y un control negativo (células no tratadas).

5.4.3.2. Aplicacion de hipertermia magnética en HCT116

El ensayo de hipertermia magnética en células HCT116 se llevd a cabo usando la
plataforma funcional MNPs-8@Dox a una concentracion de 150 pg de Fe/ml. Todos los
pasos descritos a continuacidén se llevaron a cabo en condiciones de esterilidad.

Las células se sembraron en una placa de 24 pocillos con cubreobjetos (12 mm de
diametro) a una densidad de 25000 células/pocillo (HCT116) en 300 ul de medio de
cultivo. Las células se incubaron durante 24 h a 37°C en medio de cultivo completo
(Dulbecco’s modified Eagles’s médium, DMEM) suplementado con suero fetal bovino
(10 %), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y glutamina (2 mM), en
atmosfera himeda con 5 % CO,. Se sembraron 3 pocillos con las siguientes
condiciones: 1) Control (células sin incubar con MNPs y sin aplicacion de hipertermia
magnética, MNP-HT-); 2) Células sin incubar con MNPs, pero expuestas al campo
magnético (MNP-HT+); 3) Células incubadas con MNPs y expuestas al campo
magnético (MNP+HT+). Tras 48h de incubacién a 37°C con 5% de CO,, se retird el
medio de cultivo, y se adicionaron las MNPs-8@Dox (MNP+HT+, 150 ug de Fe/ml) en
cDMEM o medio fresco (MNP-HT- y MNP-HT+) y se incubaron durante 90 minutos a
37°C. Tras eliminar las MNPs mediante lavados con PBS, los cubreobjetos
correspondientes a los experimentos 2 y 3 se introdujeron en un tubo de ensayo
conteniendo 6 ml de medio de cultivo celular a 37°C durante todo el experimento, a
través de bafio termostatizado de agua a 36.4°C. Se aplicé campo magnético (829 kHz
y 20.10 kA/m) durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se extrajeron los
cubreobjetos y se volvieron a colocar en la placa de 24 pocillos en presencia de medio
de cultivo fresco y se incubaron durante toda la noche.
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El efecto de la liberacién de doxorrubicina se analizé transcurridas 24 h desde la
aplicacion de hipertermia magnética, mediante ensayos de viabilidad celular (MTT)
(ver apartado 5.4.3.1). Las células (MNP-HT-), (MNP-HT+) y (MNP+HT+) se incubaron
en la misma placa de 24 pocillos con 40 pl de cDMEM y 360 ul de MTT (5 mg/ml)
durante 1 h. El porcentaje de viabilidad se determind mediante las medidas de
absorbancia de las muestras (ver apartado 5.4.4.4).

El andlisis de la morfologia celular se observd tras la aplicacién de campo
magnético (t = 0) y transcurridas 24 h por microscopia dptica.

5.4.4. Métodos de caracterizacion

5.4.4.1. Métodos de liberacion de Doxorrubicina

La liberacién de doxorrubicina se llevd a cabo mediante calentamiento global e
hipertermia magnética y se cuantifico mediante medidas de fluorescencia, siguiendo el
mismo procedimiento que en el apartado 4.4.4.2 del capitulo 4.

5.4.4.2. Cuantificacion de la fluorescencia

La fluorescencia de todas las muestras de doxorrubicina se midié de igual forma
que en el capitulo 3 (apartado 3.4.6.1), con la salvedad que las muestras se excitaron a
una longitud de onda de 480 nm, emitiendo a una longitud de onda de 592 nm.

5.4.4.3. Determinacion de la concentracion de hierro

La determinacion de la concentracién de hierro se llevéd a cabo de igual forma que
en el apartado 2.4.3 del capitulo 2.

5.4.4.4. Calculo de la concentracion de doxorrubicina en la
plataforma para ensayos de MTT

Para calcular la concentracion de Dox en la plataforma, a los 400 pmol de
doxorrubicina iniciales, se les resto la doxorrubicina no intercalada, cuantificada
midiendo los sobrenadantes de la plataforma por espectroscopia de fluorescencia,
obteniendo 120 pmol de doxorrubicina. Con este dato y la cantidad de mg de Fe
presentes en la muestra (0.0528 mg de Fe), se obtuvo la concentracion de pmol de
Dox/mg de Fe (2.27 pmol/ug de Fe). Esta concentracién, fue multiplicada a las
diferentes concentraciones empleadas en el ensayo expresada en mg de Fe/ml,
obteniendo la concentracidon de doxorrubicina en uM en la plataforma funcionalizada.
En la tabla se muestran los valores obtenidos.
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pmol Dox | pmol Dox MNPs-8@Dox | Dox (uM) en
F I D F
inicial unida (30%) ug Fe | pmol Dox / pg Fe (ng Fe/ml) MNPs-8@Dox
10 0,023
20 0,045
50 0,114
400 pmol 120 pmol 52,8 2,27
100 0,227
150 0,341
200 0,454

5.4.4.5. Calculo del porcentaje de viabilidad celular

La viabilidad celular (%) se calculé como se muestra en la siguiente formula:

Abs(MNPs + células + medio)
%V = — - - x 100
Abs(células + medio) — Abs (medio)

Los resultados obtenidos se muestran como la media de los dos ensayos

realizados con muestras por triplicado para las plataformas funcionales y por

quintuplicado para la doxorrubicina libre.
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Conclusiones

Durante el trascurso de este trabajo se han ido nombrando las conclusiones
especificas en cada capitulo, aqui se van a describir las mas relevantes.

En esta tesis se han sintetizado NPs magnéticas esféricas hidrofobas de 12 nm de
didmetro mediante descomposicion térmica de un precursor organometdlico en un
disolvente de alto punto de ebullicién, favoreciendo la obtencion de MNPs
monodispersas, con una estrecha distribucidon de tamafios y elevada cristalinidad. Las
MNPs fueron posteriormente recubiertas con un polimero anfifilico [poli (anhidrido
maleico-alt-1-octadeceno) —PMAQ] que ademds de estabilizar las MNPs en medio
acuoso proporciona grupos funcionales para posteriores conjugaciones. La
caracterizacion de las MNPs-1 demostré que las NPs sintetizadas en medio orgdnico
conservan su morfologia y tamafio tras el paso de transferencia a medio acuoso, al
igual que su comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente. Las
medidas de SAR muestran la alta capacidad de absorber energia y transformarla en
calor.

La funcionalizacién de las nanoparticulas se ha llevado a cabo con un derivado de
glucosa (4-aminofenil B-D-glucopirandsido) y hebras de ADN’/APN’, modificando los
porcentajes de estas hebras y las condiciones de reaccidn, llegando a su optimizacion
(50/50) y posterior conjugacion con su hebra complementaria (ADN”’) para estimar la
cantidad de ADN’/APN’ unida covalentemente a las nanoparticulas. Se realizaron
estudios de estabilizacién de dicha plataforma, observando que Unicamente las MNPs-
6 funcionalizadas con glucosa tenian una estabilidad satisfactoria.

Una vez formado la plataforma funcional se desarrollaron unos estudios de la
temperatura adecuada para la liberacién controlada de las hebras conjugadas APN’-
ADN"” y ADN’-ADN"’ en disolucion, asi como las hebras conjugadas APN’-ADN"’ y ADN’-
ADN”" unidas a las MNPs-6, observando la influencia del tampdn (PBS o Hepes 10 mM)
utilizado, su concentracidn, asi como las diferentes longitudes de las cadenas de ADN”’
marcadas con fluoréforo y si se encuentran en disolucién o en la plataforma funcional
MNPs-8.
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Conclusiones

Se estudidé la liberacién de las hebras complementarias de ADN” de diferentes
longitudes (13, 11 y 9 pares de bases) marcadas con fluoréforo (FAM) y el farmaco
(Dox), en condiciones 6ptimas de funcionalizacion ADN’/APN’ (50/50) de la plataforma
anteriormente mencionada, mediante calentamiento global y localizado (hipertermia
magnética), demostraron mayores grados de liberacién en el segundo caso.

Los estudios de intercalacidn y posterior liberacién de la Doxorrubicina calentando a
la temperatura de desnaturalizacién del conjugado ADN’/ADN” y APN’/ADN”
demostraron que existe menor absorcion inespecifica en nuestro sistema por lo que,
en condiciones fisiolégicas de temperatura, la liberacion del farmaco es minima,
aumentando al incrementar la temperatura. Se observé que la presencia del APN’ en el
sistema aumentaba la capacidad de intercalacidn con respecto a la existencia de sdlo
ADN’-ADN”.

Los resultados obtenidos en el disefio de la plataforma de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con ADN’/APN’ (50/50) en condiciones Optimas y la
posterior intercalacion del farmaco (Dox) para la liberacién mediante hipertermia
magnética demostraron la optimizacion del sistema.

Se han llevado a cabo estudios preliminares de citotoxicidad de la plataforma
optimizada en dos lineas celulares MCF-7 y HCT116, observando una disminucién de
viabilidad similar a la doxorrubicina libre en las mismas concentraciones.

Finalmente, se ha realizado un ensayo de liberacidon de doxorrubicina mediante
hipertermia magnética en células HCT116 incubadas con la plataforma funcional
MNPs-8@Dox. Tanto los ensayos de viabilidad celular, como la observacién de la
morfologia celular indicaron que no existia muerte celular que pudiera ser atribuida al
efecto citotoxico de la doxorrubicina liberada.
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°C

Aem

Aexc

ADN

AMF

APN

ARN

DLS

DMEM

EDC

Glc

Hc

HEPES

MES

IMINPs

Ms

MTT

PBS

Abreviaturas

Grados centigrados

Longitud de emisidn

Longitud de excitacion

Acido Desoxirribonucleico

Campo Magnético Alterno

Acido Péptidonucleico
Acido Ribonucleico

Dispersion dindmica de luz

Dubelcco’s modified Eagle’s medium
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
4-aminofenil B-D-glucopirandsido
Coercitividad
Acido 2-[4-hidroximetil piperazina-1-il] etanosulfénico
Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

Nanoparticulas magnéticas de éxido de hierro
Magnetizacién remanente

Magnetizacién de saturacion

Bromuro de 3-(4,5-dimetilazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

Tampdn fosfato salino
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Abreviaturas

PMAO Poli (anhidrido maleico-alt-1-octadeceno)
ROS Especies reactivas de oxigeno

SAR Tasa de absorcion especifica

SDS Sodio dodecilsulfato

sQuib Superconducting quantum Interference devide

Sulfo-NHS N-hidroxisulfosuccinimida

t.a Temperatura ambiente

TGA Analisis Termogravimétrico

TEM Microscopio Electrénico de Transmision
Tf Temperatura final

Ti Temperatura inicial

Tm Temperatura de melting

Ttotal Temperatura total de desnaturalizacién
UV-Vis Ultravioleta-visible
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