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1. INTRODUCCION

1.1. NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es, segun la RAE la “tecnologia de los materiales y de las estructuras
en la que el orden de magnitud se mide en nanémetros, con aplicacidn a la fisica, la quimica y la
biologia”. Sin embargo seria mds acorde referirse a ella como ciencia, aunque el término
nanociencia no esta reconocido, ya que abarca no sdélo el aspecto tecnolégico sino también una
serie de conocimientos sistematicamente estructurados, de los que se deducen principios y

leyes generales con capacidad predictiva y comprobables experimentalmente.

Esta ciencia es un emergente campo en desarrollo del que se sirven multitud de
disciplinas cientificas, especialmente en biomedicina donde tiene aplicaciones terapeuticasy de
diagndstico de enfermedades. Ademads, tiene un impacto socio econdmico en practicamente

todos los campos de la industria.

Las nanoparticulas poliméricas son un término colectivo empleado para las
nanocapsulas y nanoesferas. Estas tienen propiedades diferentes a los de los mismos materiales
en tamafios convencionales permitiendo asi una rapida incorporacién al entrar en contacto con
el organismo.? Las nanocapsulas son sistemas vesiculares en los cuales la sustancia con
actividad bioldgica estd confinado en una cavidad o nucleo rodeado por una membrana
polimérica (Figura 1), mientras que las nanoesferas son sistemas matriciales en los cuales la

sustancia bioactiva se encuentra incrustado en la matriz polimérica de manera uniforme. 3

Nanocapsulas

Pared polimérica

Nucleo liquido

Compuesto

Figura 1: Representacion de nanoparticulas poliméricas
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1.1.1 NANOPARTICULAS DE ORO
Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son una suspension de oro coloidal, tienen un tamario
entre 2y 150 nm "%y estdn dotadas de una gran variedad de aplicaciones en diversos campos

de la nanotecnologia, incluyendo:

- Catdlisis: las AuNPs funcionan como catalizadores en reacciones quimicas gracias a sus
propiedades superficiales'®

- Electrdnicas: gracias a sus propiedades conductoras y electrdnicas se pueden emplear
en chips electrénicos !

- Biologia: las propiedades fisico-quimicas de las AuNPs permiten su uso como sondas en
distintos tipos de técnicas microscépicas y espectroscopicas, muchas asociadas a la
obtencidon de imagenes en biologia 2

- Farmacéutica: el uso de AuNPs estd extendido como vehiculos para el transporte de
farmacos u otros compuestos bioactivos adheridos a su superficie constituyendo asi un
reto de la biomedicina y nanotecnologia. >

- Médica: campo donde estdn mds utilizadas las AuNPs gracias a sus aplicaciones en
diagndsticos de enfermedades y cdncer. La combinacién de la funcionalizacion
superficial de las AuNPs y las técnicas para su deteccidon permiten su uso en técnicas de
diagndstico como, por ejemplo, inmunoensayos. 1% Por otro lado, las AuNPs son capaces
de absorber luz cercana al infrarrojo, produciendo calor y tratar asi tumores que las

contienen, proceso conocido como terapia fototermal o fotodindmica. 1*7

SINTESIS DE AUNPs

Existen diversas técnicas de sintesis de AuNPs, gracias a las cuales se ha conseguido generar
un amplio espectro de distintos tamafos y funcionalidades. La sintesis descrita con mas
profundidad es conocida como “método de Turkevich” e involucra la reduccién de iones oro
presentes en una disolucidn acuosa con citrato de sodio.'* La preparacion por reduccién quimica

consta de dos partes fundamentales:

- Reduccién de un precursor de oro utilizando agentes reductores adecuados, como
citrato sédico o borohidruro, obteniéndose oro elemental.

- Estabilizacion de las nanoparticulas obtenidas mediante agentes atrapadores o
estabilizantes, como citrato sédico, previniendo la agregacién de las nanoparticulas y

evitando la formacién de un precipitado metalico. ¥’

En relacion al dltimo punto, es importante mantener el estado monodisperso de las AuNPs.

Debido a la naturaleza hidrofébica, las nanoparticulas metdlicas tienden a agregarse en
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complejos mayores mediante fuerzas de Van der Waals. El agente estabilizante aporta cargas

negativas que inducen fuerzas de repulsion entre las particulas. ¥

Se pueden distinguir tres fases en la estructura tipica de la AuNP sintetizada por reduccién
quimica (Figura 2): una agrupacion cristalina interior de atomos de oro empaquetados (d&tomos
centrales), capas exteriores de atomos expuestos en la superficie (atomos superficiales) y
moléculas o ligandos de tipo organico o tensioactivos ligados a la superficie mds externa de la
nanoparticula. Las distintas propiedades caracteristicas de los distintos tipos de AuNPs residen,

ademas de en el tamafio, en la variedad molecular superficial. *’

Capa organica protectora superficial

Capa de atomos superficial

Capa central de atomos de Au
empaquetados en estructura FCC
(cabica centrada en las caras)

Figura 2: Modelo estructural de la nanoparticula de oro

La preparacion de AuNPs de alta calidad requiere de un control adecuado del tamafio y
la forma de la nanoparticula, asi como de una estabilizacion efectiva y un control de la

funcionalizacién superficial. ¥

El método de Turkevich consiste en calentar a ebullicién una disolucién acuosa de
HAuUCl, y afiadir una solucién de citrato sddico empleando una agitacion vigorosa. Tras unos
minutos, se obtiene una suspensidn coloidal de oro de color rojiza con un tamafo aproximado
de 20 nm. En este método, los iones de oro (IIl) son reducidos por los iones citrato para producir
oro elemental y, ademas, los iones citrato actian también como un agente estabilizante que
permite cubrir la superficie de las nanoparticulas de oro producidas y evitar asi su posible

agregacion.

La proporcién citrato/Au®* permite controlar el tamafio de las nanoparticulas de oro que se
sintetizan de tal forma que al incrementar la concentracion relativa del reductor citrato, el
tamafio de las nanoparticulas de oro sintetizadas decrece como consecuencia del caracter

estabilizador del citrato. Por otro lado, una concentracion menor de citrato provoca un
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recubrimiento incompleto de las AuNPs causando un proceso de agregacion que tiene como

consecuencia la formacion de nanoparticulas de mayor tamafio. 192°

A pesar de que el tamafio es importante en la sintesis de AuNPs, éste no es el Unico factor a
tener en cuenta cuando se desea emplearlas en alguna aplicacion practica. Las condiciones del
proceso necesitan controlarse de manera que se obtengan nanoparticulas que cumplan las

siguientes caracteristicas:

- Tamano similar de todas las particulas para obtener muestras monodispersas

- Forma o morfologia idéntica

- Estructura cristalina

- Ausencia de fendmenos de agregacién de forma que, si tiene lugar la aglomeracién, las

nanoparticulas sean capaces de ser dispersadas con facilidad #

1.1.2 ZEINA

El maiz, Zea mays L, originario de México e introducido a Europa en el siglo XVI, es uno
de los granos alimenticios mas antiguos utilizados por el hombre. El maiz es una planta que
tiene multiples usos y que puede ser utilizada en varias etapas de su desarrollo, desde las

mazorcas muy jovenes hasta las mazorcas verdes tiernas y los granos ya maduros.

En relacién con la Tabla 1 se observa como después del almiddn, las proteinas
representan el segundo componente quimico por orden de importancia del gano de maiz. El
contenido de proteinas de las variedades comunes de maiz oscila entre el 7,5 y el 12 por ciento
del peso seco del grano. Alrededor del 75% de las proteinas presentes en el grano de maiz se
encuentran en el endospermo y el resto de las proteinas estan distribuidas entre el germenyy el

salvado.

Tabla 1: Distribucidn de los componentes mayoritarios del grano de maiz (Shukla y Cheryan, 2001)??

Componente = Grano entero (%) Porcentaje en Peso seco (%)
Endospermo | Germen | Pericarpio | Pediculo

Almidén 62,0 87,0 8,3 7,3 5,3

Proteina 7,8 8,0 18,4 3,7 9,1
Aceite 3,8 0,8 33,2 1,0 3,8

Cenizas 1,2 0,3 10,5 0,8 1,6
Otros 10,2 3,9 29,6 87,2 80,2
Agua 15,0 0 - - -

Las proteinas de los granos del maiz han sido estudiadas ampliamente por Shukla y
Cheryan (2001) y estan formadas por cuatro fracciones distintas definidas principalmente por

su solubilidad en distintos disolventes (Tabla 2)%.



Tabla 2: Distribucidn de las fracciones proteicas en el maiz (% base seca) (Shukla y Cheryan, 2001)%?

Proteina | Solubilidad | Grano entero A Endospermo | Germen

Albuminas Agua 8 4 30
Globulinas Sal 9 4 30
Glutelinas Alcali 40 39 25

Zeina Alcohol 39 47 5

La zeina pertenece a la clase de proteinas conocidas como prolaminas, que se
encuentran especificamente en cereales.?®?* La zeina fue nombrada asi por John Gorham (1821)
y ha sido de interés cientifico desde su aislamiento en 198122, Su caracteristica insolubilidad en
agua y su deficiencia en aminodcidos esenciales, como lisina y triptéfano, hace que sea pobre
en calidad nutricional y limita su uso en productos de alimentacidn, por lo que su principal
objetivo desde mediados del siglo XX ha sido su posible utilizacién como polimero de uso

industrial.?

La zeina es la proteina de reserva mayoritaria del grano de maiz y comprende del 40-
50% de la proteina total. Esta se encuentra localizada en “cuerpos” de aproximadamente 1 pm
distribuidos uniformemente por el citoplasma de las células del endospermo del grano. Se
identificd por primera vez en 1897 en base a su solubilidad en soluciones etandlicas (60-
95%).222425 E| comportamiento de su solubilidad estd determinado por su alta proporcién de
residuos de aminodcidos no polares, como son leucina (20%), prolina (10%) y alanina (10%) y su
deficiencia en aminodcidos basico o acidos (Tabla 3)%?’. La ausencia notable de triptéfano y
lisina es la responsable de la insolubilidad de la zeina en agua. En el maiz, la zeina esta presente
como una mezcla heterogénea de agregados unidos a disulfuro con un peso molecular variable

de hasta 44 000 Da.?

La zeina es una mezcla de péptidos de diferentes pesos moleculares, solubilidad y carga.
Las dos fracciones mayoritarias presentes en la zeina son la a y B, ambas fueron descritas por
primera vez por McKinney (1958). La B-zeina es soluble en etanol 60% e insoluble en etanol 95%,
y representa el 20% del total de la zeina presente en el grano de maiz, ésta a diferencia de la a-
zeina no se encuentra en preparaciones industriales debido a su baja estabilidad ya que precipita
y coagula con facilidad. La a-zeina se definid como la prolamina del maiz, ésta es soluble en
etanol al 95% vy representa el 80% del total de la prolamina presente en el maiz. La a-zeina

contiene menos histidina, arginina, prolina y metionina que la B-zeina.??

Para la extraccion de la proteina se debe tomar en consideracién la proporcidon de
aminodcidos no polares en la zeina (Tabla 3). Asi, es posible predecir que el tipo de disolventes

empleados para la solubilizacién y la extraccion de la proteina deben contener grupos tanto
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polares como no polares.?? Las soluciones acuosas de etanol han sido empleadas ampliamente
para la produccidon comercial de zeina, mostrando una buena solubilidad de la proteina en

soluciones del 50-90% de etanol.?®

Tabla 3: Composicion de aminodcidos de la zeina (de Shukla y Cheryan, 2001)

Clasificacion Aminodcido Zeina nativa Zeina comercial
Mossé (1961) Fomes (1971)
Mo polar Glicina 0.0 07
Alanina 10.52 8.3
Valina 3.98 31
Leucina 211 19.3
Isoleucina 50 6.2
Fenilalanina 73 6.8
Triptafano 0.16 MR*
Prolina 10.53 9.0
Serina 7.05 57
-0OH Treonina 345 27
Tirosina 5.25 51
-3 Metionina 241 20
Cisteina 0.83 0.8
Basico Lisina 0.0 MR
Arginina 471 1.8
Histidina 1.32 11
Asparagina NR 4.5
Glutamina NR 214
Acido Acido aspéartico 461 MR
Agido glutamico 269 1.5

El uso de la zeina en muchas de sus aplicaciones se ha visto obstaculizado por su
coloracién amarilla?® que se debe a pigmentos presentes en el maiz como son las xantofilas, los
carotenoides y otros compuestos asociados con las proteinas hidréfobas, como la zeina.
Ademas, el uso de disolventes como tolueno, éter de petrdleo, benzol, etanol o propanol no
penetran en la matriz de la zeina lo suficiente como para remover todas las impurezas. El gran
volumen empleado de estos disolventes, al no ser de grado alimentario, limita el uso de la
proteina blanqueada para aplicaciones tanto farmacéuticas como alimentarias.?? Una posible
alternativa es el uso de membranas para purificar la zeina, concentrar la disolucion y reusar el
disolvente de extraccion. Cheryan (1998) propone el uso de membranas como un proceso de

baja energia y bajo coste de operacién para la obtencion de zeina comercial.

Debido a su alta hidrofobicidad, la zeina puede formar recubrimientos duros, brillantes,

hidréfobos, impermeables, flexibles y compresibles. La zeina ha sido aplicada exitosamente

24,25

como material para la formacidn de peliculas, recubrimientos,®® microesferas y
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microcdpsulas®? para el atrapamiento y la liberacidn controlada de farmacos, aceites

esenciales o micronutrientes en el area farmacéutica y alimentaria.

La zeina, a pesar de su deficiencia en aminodcidos esenciales, tiene valor farmacéutico
gracias a que la a-zeina produce péptidos inhibidores de la enzima que produce angiotensinas

(ECA), reduciendo la presién sanguinea.

En 2005, Parris et al.®® propusieron la encapsulaciéon de aceites esenciales en
nanoesferas a base de zeina como vehiculo para maximizar las propiedades antimicrobianas de
los aceites esenciales a través de la liberacidon de los mismos en sitios especificos. Estas
nanoesferas presentaron un interesante potencial para su aplicaciéon en forma oral o inyectable,
debido a que presentan una rapida liberacidn en el intestino grueso. Zhong et al (2009)%®
propuso la encapsulacion de aceite de pescado en particulas a base de zeina mediante el método
de dispersion liquido-liquido propuesto inicialmente por O’Donnel et al (2007) el cual se basa en
la manipulacién de la zeina en base a su solubilidad en soluciones etandlicas y el cual consta de
tres mecanismos competitivos: i) ruptura de las gotas de la disolucion por fuerza de
cizallamiento, ii) solidificacion de la zeina durante la eliminacion del solvente vy iii) coalescencia
de las gotas andlogas en sistemas de emulsidn. Concluye que el método de dispersion liquido-
liqguido es un método rapido y sencillo, escalable y pudiendo ser aplicado para la encapsulacion

de una gran variedad de compuestos lipofilicos.?®%

SINTESIS DE NPs DE ZEINA

Las micelas son estructuras nanoscdpicas formadas al autoensamblarse moléculas
anfifilicas de forma espontanea. En un ambiente acuoso, las micelas son estructuras esféricas
donde el segmento hidrofdbico forma el nicleo de la estructuray la parte hidrofilica se orientara

hacia la zona exterior (Figura 3).

werengluon.com br

Figura 3: Estructura de las micelas. (A) micela. (B) Micela inversa.
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Agentes terapéuticos y de diagnosis insolubles en agua se encapsulan dentro del nucleo
hidrofébico de la micela con el fin de adquirir ventajas tales como una mejor solubilidad en agua,
estabilidad y biodistribucién. Gracias al pequeio tamafio de las micelas, éstas atraviesan los
tejidos vasculares y se almacenan en el tejido tumoral, adquiriendo una gran ventaja frente a

los fdrmacos anticancerigenos ya que se aumenta la permeabilidad y la retencién en el tumor.

Muchos materiales anfifilicos, como es el caso de la zeina, son conocidos por formar
micelas, y la formacidon de éstas incluye surfactantes o polimeros. Estas moléculas a baja
concentracién y en ambiente acuoso estdan como mondmeros pero, a medida que la
concentracién aumenta, tienden a agregarse. La concentracién a la que tiene lugar esa
agregacion es conocida como Concentracion Micelar Critica (CMC), donde mondmeros de las

moléculas anfifilicas pasan a formar las micelas.

Las micelas en cuya sintesis estd presente un polimero tienen mejor estabilidad, mayor
eficiencia de encapsulacion de un material o farmaco y menor toxicidad, que las micelas

constituidas por surfactantes.

Los poliésteres y polipéptidos tienen como funcién la formacion del nucleo del polimero,
mientras que el polietilen glicol (PEG) o polivinil pirrolidona (PVP) son los constituyentes mas

comunes en la formacion de la estructura hidrofilica de la micela.

La sintesis de la micela de zeina da como producto una micela polimérica que contiene
a la zeina en la parte interior de la micela debido a su caracter hidrofdbico. La micela se prepara
mediante la conjugacién del metoxi polietilen glicol (mMPEG) y la zeina, incubando la mezcla
durante horas para la formacion de las particulas y, como ultimo paso de sintesis se adiciona

glicina con el fin de parar la reaccién ya que reacciona con restos del poliéster.3!

Zein PEG
PEGylation
PEGylated Drug
Zein
3 @
L

Figura 4: Representacion esquemdtica de la sintesis de PEG-Zeina. Imagen de S. Podaralla et al. (2012)3*
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Las nanoparticulas formuladas a partir de polimeros son utilizadas como sistemas

dispensadores gracias a que: %32

- Mejoran la biodisponibilidad de compuestos bioactivos que presentan caracteristicas
pobres de absorcién.

- Prolongan el tiempo de residencia de los bioactivos en el intestino

- Controlan la liberacion de los compuestos con actividad biolégica

- Dirigen la liberacidon del bioactivo a un érgano especifico y reducen su toxicidad

- Reducen lairritacidn de la mucosa intestinal producida por el compuesto bioactivo

- Aseguran la estabilidad del bioactivo en el tracto gastrointestinal (TGl)

1.1.3 ENCAPSULACION DE NPs EN BIOMOLECULAS PROTEICAS
Las nanoparticulas son capaces de unirse a biomoléculas, como pueden ser proteinas,
obteniéndose uniformidad y buena dispersién. Tal y como se muestra en la Figura 5 pueden

producirse tres tipos de interacciones entre las biomoléculas y las AuNPs, siendo éstas:

- Interacciones electrostaticas entre las cargas negativas de las NPs y las cargas positivas
de residuos polares de los aminoacidos

- Adsorcion directa sobre la superficie gracias a regiones hidrofébicas que presentan las
proteinas en su superficie

- Establecimiento de enlaces cuasi-covalentes entre los grupos tiol de los aminoacidos y

los 4&tomos del metal (Au)

NS .
_Interacciones
\ _ ionicas

Enlace dativo
( N 1: ,
x\*;.‘;,’ﬁ‘;j» s

(: ' ,\"‘7“ D)

Interacciones
hidrofébicas

Figura 5: Interacciones que se establecen entre AuNPs y biomoléculas (proteinas). Imagen modificada del libro:
Bioconjugate Techniques, Second Edition, G. T. Hermanson (2008)3*
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Cualquier modificacion que afecte a las interacciones entre las AuNPs y las biomoléculas
puede llevar a la no encapsulaciéon, pudiendo degradarse los reactivos de forma irreversible. Es
de suma importancia que las nanoparticulas mantengan a lo largo del proceso su caracter
individual para generar conjugados reproducibles y con propiedades y tamafio deseado. Para
ello, se debe evitar al maximo la agregacién de éstas, proceso que se produce al perder la fuerza
electrostatica que las mantiene individuales. La agregacién puede tener lugar de forma
inevitable, la introduccién de cationes de disoluciones reguladoras o buffer tienen como fin
mantener a las micelas estables ya que cambios de pH conllevan a la desnaturalizacién y pérdida

de funcionalidad.

Se ha comprobado que las cargas positivas de las biomoléculas son un punto clave en
las interacciones con las AuNPs. De tal forma que el conocimiento del Punto Isoeléctrico (Pl) de
la proteina (pH al que la carga neta es cero) nos sirve para conocer el pH al cual se debe poner

la disolucion reguladora, y controlar asi la carga de la biomolécula.

Mediante el control tanto de la molaridad maxima (fuerza idnica) que toleran las NPs
antes de agregarse irreversiblemente y del Pl de la proteina para saber el pH del buffer a
emplear, se minimiza la agregacidn entre nanoparticulas y se maximiza la cantidad de proteina
unida a AuNPs. Otro aspecto relacionado con la conjugacién es la cantidad de proteina necesaria
para estabilizar la nanoparticula, evitando agregaciones posteriores que restan funcionalidad y

reproducibilidad al conjugado.’

Es posible la caracterizacion de los compuestos formados por biomoléculas absorbidas
a AuNPs mediante espectrometria Vis-UV.%* La unién de ambas provoca un desplazamiento
en Amsx de aproximadamente 5 nm, que puede ser empleado para confirmar la formacion del

conjugado.

En un sistema nanoparticulado es importante el control del tamafio de particula y la
distribucion de tamafios ya que determinan la estabilidad de las nanoparticulas, la carga,
toxicidad y liberacidn del activo.®*? Un tamafio de particula menor tiene mayor area superficial,
por lo tanto, la mayoria de los activos asociados estaran mas cerca de la superficie de la particula,
lo que conlleva a la liberacién mas rapida del activo. Al contrario, particulas de mayor tamafio
poseen nucleos mas grandes, permiten la encapsulacion de mas activo y una difusion de éste
mas paulatina. Ademas, menores tamafios de particula tienen mayor riesgo de agregacién de

las particulas durante el almacenamiento y el transporte de la dispersion.
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El reto del disefio de un sistema nanoparticulado es formular nanoparticulas con el
tamafio de particula mds pequeiio y una mayor estabilidad. La degradacidon del polimero
también puede verse afectada por el tamaiio de particula. Con fines a determinar el tamafio de
particula, el método mas rapido y de rutina es por dispersion dinamica de luz (DLS), técnica

explicada anteriormente en la caracterizacion de AuNPs.

Encapsulacion
La carga del de las nanoparticulas que se desean encapsular en la micela se puede llevar a

cabo por dos métodos:

- Incorporacion al momento de produccién de las nanoparticulas
- Absorcion del activo después de la formacion de las micelas, mediante la incubacidn del

acarreador con una solucion concentrada de AuNPs (Figura 6)

Tanto la carga del activo como la eficiencia de encapsulacidon dependen en gran medida de

las caracteristicas quimicas del componente bioactivo y del polimero.332

Se han desarrollado varias técnicas de encapsulacion y gracias a ello las aplicaciones de estas
técnicas son muy amplias. Existen sustancias empleadas para promover la rapida liberacion de
la sustancia activa contenidos en la micela mediante cambios de pH, estrés mecanico,

temperatura, actividad enzimatica, tiempo y fuerza osmética.?®

Zabn PEG

h ‘ \II
ﬂﬂﬁﬂllmn
PlGylated Drug

Zein

e

Hydrophilic
Shall

Figura 6: Representacion esquemadtica de la formacion de la micela de zeina con AuNP encapsuladas en su interior.
Imagen de Podaralla et al. (2012)%>

1.1.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

La caracterizacién de materiales en escala nanométrica se centra en comportamientos
colectivos de las nanoparticulas, como puede ser la coloracion de las AuNP. La coloracién de las
suspensiones de éstas en agua es conocida desde hace siglos y es posible relacionarla con
concentracién y diametro de particula. Sin embargo, si lo que se desea es una caracterizacion
individual se debe emplear una instrumentacién extremadamente sensible y exacta, ademas de

una resolucion a nivel atémico.
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Técnicas microscdépicas

Las técnicas microscdpicas nos permiten observar la forma, tamafio, rugosidad tanto de

biomoléculas como de particulas metdlicas, asi como la cristalinidad de estas ultimas.

Los microscopios electronicos cuentan con un cafidn de electrones, una serie de lentes
magnéticas que crean campos que dirigen y enfocan el haz de electrones hacia la muestra, y un
sistema que registra las imagenes que producen los electrones al interaccionar con la muestra.
Una parte importante de un microscopio electrénico la constituye el sistema de vacio que

impide que los electrones sean desviados por las moléculas de aire.
Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

La microscopia Electrénica de Transmision permite determinar el tamafo, forma,
estructura interna y, a través de la difraccién de electrones, la composicién quimica de las
nanoparticulas.?® El haz de electrones se dirige hacia la superficie de la muestra, una parte de
los electrones incidentes penetran a través de la muestra dispersdndose a medida que la
atraviesan, se enfocan con la lente objetivo y se amplifican mediante la lente magnificadora para
finalmente producir la imagen deseada. La imagen aumentada sobre una pantalla se forma
gracias a electrones que se han transmitido a través de la nanoparticula. Los patrones de
difraccion de los electrones permiten determinar las constantes de redes de las particulas
ayudando a la identificacién de la especie. El limite tedrico del poder de resolucién de un
microscopio electrénico esta determinado por la longitud de onda del haz electrénico usado y

la apertura numérica del sistema. El poder de resolucidn, R, se define como:

R = Ecuacién 1

dénde A es la longitud de onda de los electrones usados y NA es la apertura numérica, la cual
estd grabada sobre cada objetivo y sistema de lentes condensadoras y da una medida de la
capacidad del objetivo para recolectar electrones o la capacidad del condensador para

suministrar electrones.

La preparacion de las muestras para su observacion en TEM es sencilla, se realiza una dispersion

de las nanoparticulas en un disolvente y se deja secar sobre una rejilla.

Técnicas espectroscépicas
Las técnicas espectroscopicas se han usado ampliamente para la caracterizacién de
nanomateriales. Estas técnicas se basan en el acoplamiento de la oscilacién colectiva de los

electrones de conduccidn libres y de la frecuencia de la radiacién electromagnética incidente.



Este acoplamiento da lugar a las bandas de resonancia, conocidas como plasmones de

superficie, lugar donde se produce la absorcion.?”

Las técnicas espectroscOpicas mas habituales para la caracterizacién de estas

nanoparticulas son las siguientes:
Espectroscopia UV-Vis

Los nanomateriales pueden interactuar con la radiacién electromagnética produciendo
fendmenos de absorcién, fluorescencia o scattering (dispersién). Dependiendo de la naturaleza

fisico-quimica del nanomaterial podran darse uno o varios de estos fenémenos.

La espectrofotometria UV-Vis es una de las técnicas mdas empleadas para la
caracterizacion de AuNPs y permite conocer la concentracién, forma, tamafio y homogeneidad

de tamafio de las particulas de forma aproximada.

La espectroscopia describe la interaccion entre la radiacién, principalmente electromagnética, y
la materia. Toda radiacion electromagnética viene caracterizada por una longitud de onda (A),

una frecuencia (v) o una energia (E), relacionadas mediante la ecuacion de Planck:

E=h:-v=h- Ecuacidn 2

<
A
dénde h es la constante de Planck (6,6256 - 103*J-s-fotont).

La luz visible o ultravioleta (l,) incide sobre la muestra, una parte del haz la atraviesa (l)
y la otra es absorbida por los electrones de valencia, siendo éstos promovidos a estados
excitados. La fraccion de radiacidon que logra traspasar la muestra se denomina transmitancia (T

=1/1,) y se puede relacionar con la absorbancia mediante la siguiente expresion:
A=-logT Ecuacién 3

La absorcién de luz por las moléculas puede relacionarse con la concentracion de la especie

absorbente de la muestra, en este caso AuNP, mediante la ley de Lambert-Beer 3&:
A=€-C-1= —logT = —log% Ecuacién 4

dénde A es la absorbancia, € es el coeficiente de absortividad molar, | es el camino dptico, C es
la concentracion de la especie absorbente, I, es la intensidad de la luz monocromatica incidente

e |l es la intensidad de la luz transmitida a través del material.

En base a la ecuacidn 4, al absorber radiacién la muestra, a mayor concentracién mayor serd la

absorbancia, y viceversa.



El espectro de absorcion obtenido en el espectrofotémetro UV-Vis representa la absorbancia en

funcién de la longitud de onda.

Las nanoparticulas metdlicas poseen un fendmeno fisico denominado Plasmdn
Superficial (SPR) en el que los electrones de la banda de conduccién son excitados por la
radiaciéon electromagnética incidente, produciendo una oscilacidon coherente de los mismos que
conlleva la formacion de un dipolo con un aumento del campo eléctrico de la superficie de la
nanoparticula. Este campo eléctrico conlleva la fuerte absorcién de la luz*. En el caso de AuNP,
este fendmeno se produce a longitudes de onda correspondientes a la region visible del

espectro, siendo responsables de los colores que presentan las disoluciones de éstas.

Los espectros se centran en la banda de resonancia del SPR, en la que la posicidon y forma
de esta banda estd influenciada por diferentes factores tales como la naturaleza del metal, el
medio circundante, el tamafio, la forma, la polidispersidad de las particulas y las sustancias

adsorbidas en la superficie.394°

La concentracion de las nanoparticulas esta relacionada con la absorbancia en el pico
maximo de absorcién, la homogeneidad de tamafo con el ancho del pico y el tamafio con la
posiciéon del pico, desplazandose hacia longitudes de onda menores cuando el tamafio de

particula decrece.*
Espectroscopia FT-IR

La region infrarroja (IR) esta en un rango del espectro electromagnético que va desde
10'% a 10 Hz. La energia con la que las moléculas y los cristales vibran se encuentra dentro de
ese rango, de manera que es posible estudiar la interaccién con la materia de la radiacion
electromagnética infrarroja, observando un intercambio de energia cuando se verifica la
resonancia entre una cierta frecuencia vibracional y la frecuencia del haz incidente. Este
intercambio de energia representa excitaciéon de la vibracion de enlaces quimicos, siendo

especifico segln el tipo de enlace y el grupo de dtomos involucrados en la vibracidn.

La modalidad de transmisién en IR es una de las mas comunes. En ella, la radiacion
atraviesa una muestra, la cual puede estar en estado sélido, liquido o gaseoso, y se compara la
intensidad de la luz transmitida, I, con la incidente, l,. Se debe tener en cuenta que no toda la
luz que incide sobre la muestra se transmite, ya que esta presente una componente de reflexion,
R, y otra de dispersidn, D. Asi, la energia medida por el detector no depende sélo de la reflexion

y dispersién producida, escribiéndose la ley de Lambert-Beer en la forma:



[=(_o—R—D)- 10 Ecuacién 5

Ddnde € es la absortividad molar, | es el camino dptico recorrido por el rayo en la muestray c es

la concentracion.

La introduccién de la Transformada de Fourier (FT-IR) posibilita la optimizacidn de la
relacidn sefial-ruido, permitiendo obtener buenos registros para el caso de especies moleculares
absorbidas. Esta técnica aporta informacidn relativa de enlaces de las moléculas organicas que
protegen la superficie de las particulas, informacidn de especial relevancia a la hora de

determinar detalles estructurales de las monocapas formadas por dichas moléculas organicas.

Otras técnicas
Dispersion de luz dinadmica (DLS)
Las AuNPs tienen como propiedad dptica la capacidad para dispersar la luz en todas las

direcciones.

Las particulas en suspensién en un liquido se encuentran en continuo movimiento
debido a choques con las moléculas del liquido que las rodean, fendmeno denominado
movimiento Browmiano o mas conocido por su término en inglés “Browmian motion”. La
intensidad de la luz dispersa fluctia en el tiempo debido a la suma de las diferentes fases

constructivas y destructivas de las ondas de dicha luz a lo largo del movimiento de las particulas.

Los equipos de DLS miden la fluctuacion de la intensidad de la luz a lo largo del tiempo
gracias a un componente del equipo, denominado correlador, que mide la similitud entre la
intensidad de la luz dispersada a dos periodos de tiempo diferente. Cuanto mas rapido se mueva
una particula, gracias a su menos tamaio, las diferencias serdn mayores ya que las interacciones
constructivas y destructivas seran muy diferentes en cada punto, y, por tanto, la correlacién
disminuird muy rapido con el tiempo. Al contrario, las particulas de mayor tamafio se mueven

mas despacio, y la correlacion disminuye muy lenta con el tiempo.

Esta correlacidn sirve para calcular el coeficiente de difusién traslacional (D) que se
relaciona con el tamafio (radio hidrodindmico, tamafio de la particula incluida la capa de
solvente cercana a su superficie) a través de la ecuacion de Stokes-Einstein:

k-T

= — Ecuacién 6
3-wn-Dh

ddénde, k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y n la viscosidad del liquido

de la solucién. De esta forma es capaz de ofrecer medidas del tamafio y distribucion de tamanfio



de las particulas, en nuestro caso de AuNPs y, posteriormente, del tamafio de las nanovesiculas

de zeina.*?*

Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica con aplicaciones en clinica capaz de medir tanto
pardmetros celulares intrinsecos (tamano, superficie, granularidad, autofluorescencia) como

extrinsecos (contenido y composicidon de ADN, proteinas, ARN, antigenos, entre otros).

Esta técnica se basa en conducir células en el seno de un fluido de forma que se alineen
y pasen por una zona donde interaccionan con una fuente luminosa. Mdiltiples propiedades
fisicas de cada célula o conjunto de células puede ser medido a velocidad del orden de 1000

células por segundo.

Un citdmetro de flujo puede ser considerado como un microscopio de fluorescencia
modificado y consiste en una camara de flujo, una o varias fuentes de luz, sistemas de

recoleccion de luz y un sistema electrénico.
Fraccionamiento en flujo de campo de flujo asimétrico (AF4)

La técnica de AF4 permite la separacidon y fraccionamiento de particulas que se

encuentran en una escala de tamafio desde nano hasta micrémetros.

4547 y en la dltima década se ha

Inicialmente se desarrolld para el andlisis de polimeros
extendido su aplicacién a nanoparticulas y particulas coloidales. La principal ventaja que tiene
esta técnica frente a otras es su capacidad para proporcionar informacidn de tamafo, separary
fraccionar muestras complejas con la minima interaccion entre los analitos y el canal de
separacion®, basandose en fuerzas hidrodindmicas que proporcionan una separacién basada en

la difusion de los analitos en el canal basado por su tamafo y forma.

La separacidn consiste en la inyeccion de analitos en el canal que son transportados por
un flujo y, a continuacién, aplicar un campo externo (conocido por su término en ingles “cross
flow”) perpendicular al flujo del canal cuya funcion es la de retener parcialmente, y por tanto

III

fraccionar, particulas de acuerdo a sus distintas propiedades fisico-quimicas. El “cross flow” es

el principal factor que controla el tiempo de retencion de las particulas en sistemas de

fraccionamiento en flujo. 4*°

A la inyeccion de la muestra y focalizacion le sigue, finalmente, la separacién de la

muestra. La focalizacién consiste en centrar la muestra inyectada en una banda lo mas estrecha



posible intentando evitar efectos de sobrecarga ya que provocan interacciones entre las

especies y el propio canal, modificando los tiempos de retencién.

Para la separacion existen diferentes modos de elucién para particulas que se
encuentran en un rango de escala de nanémetros. En el modo normal de elucidn, la separacion
por AF4 se basa en los coeficientes de difusion relativos de las particulas que son, a su vez,
funcién del tamafio de particula (volumen hidrodindmico), siendo las mas pequefias las que

primero eluyan.

Rameshwar et al.’! demostraron la posibilidad de separar AuNP en fracciones de
distintos tamafos mediante el empleo de la técnica AF4. Articulos recientes como el publicado
por Cho y Hackley®? demuestran las condiciones experimentales necesarias para realizar la
separacion optimizando parametros tales como el volumen de inyeccién, la composicion de la

fase movil, el tipo de membrana y el tamafio de poro.>?

Las caracteristicas de pH, fuerza idnica y composicién quimica de la fase mévil influyen
en las propiedades electrostaticas de la membrana y de las nanoparticulas, influyendo en su
comportamiento fisicoquimico. La disolucidon portadora proporciona una carga con la misma
polaridad eléctrica de la particula y la membrana, con una suficiente repulsién electrostatica

para prevenir la interaccién y pérdida de particulas en la membrana.

La estabilidad de las suspensiones acuosas de AuNPs se puede conseguir a través del
uso de polimeros y surfactantes no iénicos como fase mévil ya que forman una capa absorbida
que tiene un efecto estabilizante equilibrando las fuerzas atractivas y repulsivas. El empleo de
surfactantes idnicos aumenta la carga superficial de la fase dispersa protegiendo a las AuNPs de

adherirse unas a otras.

Una de las variables mds importantes que influyen sobre la retencidn y fraccionamiento

Ill

de nanoparticulas es el “cross flow”. Las particulas mds pequefias requieren un mayor caudal
para ser separadas adecuadamente. Flujos elevados conlleva tiempos de retencién mayores y
pérdidas de las particulas mayores de la muestra ya que se adhieren permanentemente a la
membrana. En muestras con un amplio rango de tamafios lo adecuado es aplicar gradientes,

reduciendo el caudal del flujo a lo largo del tiempo.

La sefial que se obtiene tras el analisis se denomina fractograma. Al principio aparece

un pico denominado “void peak” debido a especies no focalizadas que eluyen sin ser retenidas

Ill

por la accidn del “cross flow”.



Gracias a su versatilidad en términos de separacion, selectividad y resolucién, la técnica
de fraccionamiento de flujo asimétrico puede acoplarse a un gran nimero de detectores.
Generalmente se encuentra acoplado a un detector on-line de UV-Vis que cuenta con las
ventajas de sencillez de operacidn y bajo coste, mientras que entre sus inconvenientes destaca
una baja sensibilidad y selectividad para el analisis de nanomateriales. Como alternativa, se
emplea la combinacién de AF4 y espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS) que proporciona una buena deteccidn y posterior
cuantificacion de las nanoparticulas gracias a alta sensibilidad y selectividad, ademds de la

capacidad de anélisis multielemental.>*>°

A pesar de las ventajas que presenta la técnica AF4 en la caracterizacion de
nanoparticulas, ésta también presenta inconvenientes tales como largos tiempos de analisis (20
— 40 min por réplica) y trabajo laborioso ya que es necesario de optimizar parametros que

incluye a la fase mdvil, membrana, espesor del canal y campo externo aplicado.



2. OBJETIVOS GENERALES

El Trabajo de Fin de Master fija su objetivo cientifico en desarrollar sistemas

dispensadores de farmacos con un mejor control de la liberacién del farmaco, conjugando dos

sistemas biocompatibles: micelas de zeina y nanoparticulas de oro. Las micelas de zeina seran

las encargadas de liberar a nivel del tracto digestivo las nanoparticulas de oro. Desde un punto

de vista basico se pretende estudiar la sintesis y caracterizacion de los sistemas duales micela —

nanoparticula de oro.

Por otro lado, desde el punto de vista académico, se pretende:

Conocer los fundamentos y manejo de numerosas técnicas instrumentales como por
ejemplo: UV-Vis, Fluorescencia, AF4 y espectrometria de masas elemental, entre otras.
Familiarizarse con la sintesis y modificacion de nanoparticulas.

Desarrollar la capacidad critica para la correcta interpretacién de los resultados
obtenidos, pudiendo sacar conclusiones de los mismos.

Desarrollo de la capacidad de trabajo tanto individual como en equipo y la capacidad de

solucionar problemas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Preparacion de AuNPs mediante el método de Turkevich para la obtencion de
nanoparticulas de pequefio tamafio.

Caracterizacion de AuNPs mediante distintas técnicas que incluyen tanto métodos
espectroscopicos como microscépicos, entre otros.

Formacién de microestructuras basadas en zeina y estabilizadas con el polimero PEG.
Caracterizacion de las particulas de zeina mediante diversas técnicas.

Obtencion de micelas de zeina con AuNP encapsuladas en su interior para poder ser
utilizadas como sistemas de liberacién de farmacos

Separacion de AuNPs y zeina mediante la técnica de AF4 para la determinacién y

cuantificacion de las nanoparticulas encapsuladas en la proteina.



3. METODOS

3.1. REACTIVOS

HAuUCIl4-3H,0 (sélido con 99,9% de pureza; Sigma Aldrich, USA), citrato sddico (sdlido con 99% de
pureza; PRO-BYS, Espafna), AgNOs (sdlido con 99% de pureza; Sigma Aldrich, USA), zeina
purificada (sélido; Across Organics, Bélgica), PEG (solido con 90% de pureza; Sigma Aldrich, USA),
glicina (sélido con 99% de pureza; Sigma Aldrich, USA), Tween20 (liquido viscoso; Sigma Aldrich,
USA), etanol (liquido; Lichrosolv, Alemania) y agua Milli-Q. Para la dialisis se usaron membranas

de celulosa de 25 mm (Sigma Aldrich, USA).

3.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AuNP

Meétodo de Turkevich
Las AuNPs fueron sintetizadas siguiendo el método cldsico de Turkevich® y el método
desarrollado por Xia H. et al >, basados ambos en la reduccidn y estabilizacién con citrato de

una disolucién de tetracloroaurato (lll) de hidrégeno en medio acuoso.
Meétodo clasico de Turkevich

Un volumen de 50mL de una disolucién de tetracloroaurato (Il1) (HAuCls) (102% w/w) se
calienta con agitacidon hasta el punto de ebullicion. Una vez alcanzada, se anaden 1,5mL

de citrato sddico (1% w/w) obteniéndose una disolucién de color rojo.
Método de Turkevich modificado con AgNO3

Se prepara una disolucion de HAuCl, (0,5% w/v) y se toman 2mL de ésta mezclados con
85uL de AgNOs (0,1% w/v). A continuacion, se afiaden 3mL de citrato sédico (1% w/v) y
la mezcla se incuba a reflujo (100°C) durante 1h en un volumen final de 100mL

completado con agua desionizada. Se obtiene una disolucidn de color morado.

Tras la sintesis, la purificacion de ambas nanoparticulas obtenidas se lleva a cabo
mediante dialisis en membranas de celulosa en agua con agitacidon (100rpm) a temperatura

ambiente durante tres dias para eliminar restos de reactivos de sintesis.

3.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PEG-ZEINA

PEGilacién DE ZEINA

La sintesis de particulas de zeina se llevd a cabo a través del método descrito por
Podaralla et al.*® Se disuelven 0,1g de zeina pura (2g/mL-4,5-102 M) en 50mL de una mezcla al
90% de alcohol — agua. A continuacion, se afiade 0,05g metoxi — PEG y se deja incubando la

mezcla durante 3h con agitacién suave (50rpm) a temperatura ambiente. Transcurrido el



tiempo, la reaccion se para adicionando 0,5mL de glicina (1M) ya que se unira al exceso del éster
PEG. Se afiaden 2,5mL de buffer citrato (pH=7,4), obteniéndose una mezcla turbia que es
dializada empleando una membrana de celulosa en agua durante 24h con agitacién (100rpm) a
temperatura ambiente para eliminar restos de reactivos como PEG libre y etanol. Por ultimo, se
liofiliza la mezcla durante 24h para obtener como producto un sélido de PEG-zeina que se

almacena a temperatura ambiente.

3.4. ENCAPSULACION DE LAS AuNPs EN ZEINA

AuNP y PEG-zeina (100 mg) se disuelven en 20 mL de una mezcla al 90% de etanol —
agua. Con agitacién lenta (50 rpm) y a temperatura de 37°C se deja toda la noche para facilitar
la formacidn de las micelas. De forma paralela y con el empleo de las mismas cantidades, se
prepara un encapsulado de PEG-zeina con agua Milli-Q. Las mezclas se dializan con agua durante
24h para eliminar restos de etanol y AuNP libres que no han interaccionado. El producto

resultante se liofiliza hasta obtener un sélido.

3.5. TECNICAS INSTRUMENTALES DE CARACTERIZACION

DLS

La evaluacion del tamanfio de las AuNPs, las micelas de zeina y el encapsulado se lleva a
cabo mediante la técnica de dispersion de luz con el equipo de DLS Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments). Para las AuNPs no se realiza tratamiento de muestra pero para las micelas de zeina
y el encapsulado se dispersan 2mg del sélido en 10 mL de agua Milli-Q. Se emplea una cubeta

ZENO0118 con la disolucidn acuosa y se registran las medidas de tamafo de particula.

ATR-FTIR

Los espectros de AuNPs, micelas de zeina y encapsulado se obtienen mediante el empleo
de un espectrometro ATR — FTIR (Varian 670 — IR. FT — IR). Para las AuNPs se coloca una gota de
disolucién sobre el cristal de diamante. Se quiere confirmar la formacion tanto de las micelas de
zeina como del encapsulado, para ello se registraran los espectros de los reactivos también. En
este caso, se coloca el sélido de zeina pura, éster de m — PEG, PEG — zeina y del encapsulado de

zeina sobre el cristal de diamante .Para todas las muestras se realiza una medida de 16 barridos.

MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA (TEM)

La morfologia y tamario de las nanoparticulas de oro se analiza por TEM (JEOL — 2000
EX—II) a un voltaje de 200kV, por analisis de la suspensidén acuosa sin tratamiento previo. Para
observar la morfologia de las micelas de zeina y del encapsulado es necesario dispersar 2mg del

solido obtenido como producto de las sintesis en 20mL de agua desionizada. Las muestras se



dejan secar sobre la rejilla y se toman las imagenes con 300 000 aumentos para el caso de la

micela y nanoparticulas de oro y a 100 000 aumentos para el caso del encapsulado.

UV-VIS

Los espectros de radiacién UV-Vis de AuNPs, micelas de zeina y encapsulado se
adquieren con un espectrémetro UV-Vis (Perkin Elmer Lambda 900 UV/VIS/NIR) donde se
registraran la medida de absorbancia en un rango de longitud de onda comprendido entre 250
y 800 nm. En una cubeta de cuarzo se coloca agua desionizada para realizar el blanco y registrar
asi la linea base con una transmitancia de 100% y absorbancia de 0%. A continuacion, se
introducen 3mL de la disolucién acuosa en la cubeta de cuarzo y se obtiene el espectro de

absorcion.

FLUORESCENCIA
Se evalla la fluorescencia de la zeina, de la micela y del encapsulado con un
espectrometro fluorescente (Varian, Cary Eclipse). Se registran medidas para obtener los picos

de excitacién y de emisidn vy, asi, determinar si es fluorescente el compuesto.

CITOMETRIA DE FLUJO

En un citémetro de flujo (Separador-Analizador Celular MoFlo XDP, Beckman Coulter) se
registrard la seial recogida por un detector de fluorescencia para muestras suspendidas en agua
de peg-zeina y micelas de zeina con AuNP encapsuladas. A través de la muestra inciden tres
laseres: laser diodo violeta (405 nm), laser de estado sélido azul (488 nm) y laser diodo rojo (635

nm).

3.6. SEPARACION DE NANOPARTICULAS POR AF4

Las muestras de AuNPs, PEG — zeina y micelas de zeina encapsuladas se van a separar
con un sistema de AF4 (AF2000 Focus Postnova Analytics Inc). Para las paredes de acumulacion
se emplean membranas de celulosa regenerada de tamafio de corte de 10 kDa. Se optimiza el
método de trabajo variando el “cross flow”, el gradiente de este flujo, el flujo saliente al
detector y la fase transportadora. Como fase transportadora se emplea agua Milli-Q que

contiene 0,02% de Tween 20.

Tras fraccionar y separar, el equipo se acopla a un detector ICP-MS (Agilent 8800). La naturaleza
del triple cuadrupolo (ICP-QQQ) permite una deteccion libre de interferencias. Se introduce
oxigeno en la celda de reaccién con un flujo de 0,35 mL/min y se registra las masas de Sy Au de
forma (32S* — S0* y ¥’Au*— ¥7Au’). Los picos del fractograma se integran usando el software

MassHunter (Agilent). El tiempo de integracion para cada isétopo es de 0,1 s.



Pueden existir interacciones no deseadas entre las nanoparticulas y la membrana o
superficies del canal. Para conocer la pérdida de muestra (“recovery”) se va a medir las muestras
inyectandolas y aplicando “cross-flow” y sin aplicarlo, a continuacion se comparan las areas de

los picos. Los areas deben afiadir el “void peak” y el pico del analito.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis y caracterizacion de AuNPs

La preparacion de AuNPs se llevd a cabo mediante el empleo de dos sintesis que se
realizaron de forma paralela. Las sintesis en cuestién fueron el método cldsico de Turkevich
donde se obtuvo una disolucién de color rojo brillante y una variacién del método de Turkevich
en presencia de AgNOs donde, en este caso, el color de la disolucion fue morado. El color de la
disolucién va asociado al tamafio de particula, siendo tedricamente las disoluciones de color
rojo las que presenten AuNPs de menor tamafio®® en comparacién con las disoluciones de color

morado.

La caracterizacion de AuNPs se lleva a cabo mediante el empleo de varias técnicas,
donde lo mas importante va a ser la evaluacién del tamafio de particula ya que se busca que

sean pequefas.

En primer lugar, se emplea la técnica de DLS donde para que el programa estime el
didmetro hidrodinamico es necesario fijar el indice de refraccion de la nanoparticula, la

constante dieléctrica del medio y la absorcion del agua a 570 nm.

Los resultados obtenidos para ambas AuNP se ven reflejados en la Tabla 4 donde figura la
temperatura (T), el didmetro hidrodindmico (D) y el indice de poli-dispersibilidad (PDI). EI PDI
estd asociado con la heterogeneidad de la distribucion de tamanos de las particulas y toma
valores entre 0,1 y 0,3 para los sistemas monodispersos siendo 0,1 para sistemas ideales con
una distribucidn gaussiana aumentando su valor a medida que aumenta el ancho de la
distribucidn. Las medidas se realizaron por triplicado, mostrandose Unicamente la media de los

resultados y la desviacién estandar.

Tabla 4: Resultados de tamafio y dispersion de las nanoparticulas de oro por DLS

T (°C) PDI D (NM)

METODO CLASICO TURKEVICH | AuNPs 20 0,26+0,03 189+0,7
METODO MODIFICADO | AuNPs 20  0,662+0,004 1,2+0,5
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A partir de la Tabla 4 se observa como se obtiene el valor de PDI en un rango entre 0,1y 0,3
para las AuNPs resultantes como producto del método clasico de Turkevich, indicando la
monodispersidad de la muestra y fuera de ese rango para aquellas obtenidas a través del

método de Turkevich modificado.

Los datos para las AuNPs obtenidas por el método donde se emplea AgNOs no son
determinantes debido a que el valor de PDI es muy elevado y, ademas, el tamafio de la
nanoparticula obtenida no concuerda con los valores reflejados en la bibliografia para
disoluciones de color morado. El valor de PDI elevado determina que las particulas poseen
tamafios muy variables y polidispersos dado que la sintesis fue modificada con AgNQOs, es posible
gue restos de Ag* estén presentes en la disolucidn y, por tanto, el valor de indice de refraccién
variaria con respecto al que se fijé inicialmente para realizar la medida, provocando un error en

ésta. El propio equipo durante la medida alerté de errores en la polidispersibilidad de la muestra.

Otra manera de poder evaluar los didmetros de las particulas es a través de los espectros de

radiacion VIS — UV.

El didmetro es posible determinarlo a partir del maximo de absorbancia (Figura 7) de acuerdo a
lo descrito segun Haiss, W. et al *° y los calculos de concentracidn se realizan segtn los descrito

por Lui X. et al.>®
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Figura 7: Espectros de absorbancia para las nanoparticulas de oro

A partir del espectro reflejado en la Figura 7 se obtienen los valores aproximados de didmetro y
concentracién presentes en la Tabla 5. Para las AuNPs obtenidas por el método de Turkevich
clasico se observa como se registra un pico con un maximo de absorbancia a 524,5 nm. Sin
embargo, para las AuNPs modificadas con Ag se observa cémo se ha producido un ligero

desplazamiento del maximo a la zona ultravioleta, fijandose en este caso el maximo de
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absorbancia a una longitud de onda de 525,5 nm. Ademas, se obtiene un pico ancho que significa
una distribucidén de tamafios de particulas mas dispersadas.

Tabla 5: Resultados de didmetro y concentracion obtenidos a partir del espectro de absorbancia de las
nanoparticulas de oro

AUNP MAXIMO DE ABSORBANCIA (NM) D (NM) CONCENTRACION (M)
TURKEVICH .

CLASICO 524,5 18 1,1-10
TURKEVICH 5
MODIFICADO 225,5 6 91-10

Por ultimo, las AuNPs fueron caracterizadas morfolégicamente por HRTEM. Se observa
como las AuNPs cuya sintesis contenia Ag presentan agregados (Figura 9A) mientras que las que
se obtuvieron con el método de Turkevich clasico (Figura 9B) son nanoparticulas esféricas,
presentan un tamafo uniforme y, ademads, presentan una estructura cristalina. La estructura
cristalina de las AuNPs es cubica centrada en las caras (FCC) para los atomos de oro y ésta se ha
determinado gracias al patrén SAED (difraccidn en un area seleccionada) (Figura 9C). Con las
imagenes obtenidas en HRTEM se calcula el tamafio de las nanoparticulas que no contienen Ag
ya que al no estar agregadas seran las que se empleen para encapsular en la proteina de zeina.

El tamafio de las AuNP es 20 + 3 nm, dato que concuerda con el valor obtenido por DLS.
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@ Figura 8: Histograma del didmetro de las nanoparticulas de oro

51/nm

Figura 9: Imdgenes de AuNPs por HRTEM. (A) AuNPs sintetizadas

por el método de Turkevich modificado con Ag. (B) AuNPs sintetizadas
por el método de Turkevich clasico. (C) Imagen del patron SAED para
conocer el tipo de estructura (estructura cubica centrada en las caras)
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Gracias a las diferentes técnicas empleadas se ha corroborado que se han obtenido
AuNPs esféricas de un tamafio proximo a 20 nm a partir de la sintesis con el método de Turkevich

clasico.

4.2. Sintesis y caracterizacion de PEG-zeina
La sintesis de PEG-zeina da como resultado un producto sdélido de color amarillo claro.
Al igual que como ocurrid para las AuNPs, el producto que se ha obtenido se va a caracterizar

mediante diversas técnicas con el fin de conocer el tamafio y la morfologia del compuesto.

La formacidn de la micela de zeina se confirma con la técnica ATR — FTIR a través de los

espectros obtenidos para cada reactivo por separado y el registrado para la micela de zeina.
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Figura 10: Caracterizacion de la micela de zeina por ATR - FTIR

En el espectro de ATR — FTIR (Figura 10) se observa como en la micela de zeina se mantienen los
picos correspondientes a la amida | y amida Il de la proteina de zeina, éstos aparecen a una
longitud de onda de 1650 y 1529 — 1540 cm™, respectivamente. En la formacién de la micela se
aprecia un desplazamiento del pico que pertenece a la amida Il, 1529 cm™. El pico NHS del m-

PEG a 1741 cm™* desaparece cuando éste se conjuga con la zeina para formar la micela.

Mediante la técnica DLS se obtiene una primera aproximacién del tamafo que

presentan las particulas de zeina que se han sintetizado.

Tabla 6: Resultados de tamario y dispersion de particulas de zeina mediante DLS

T (°C) PDI D (NM)
PEG - ZEINA 20 0,10 172
DESV. ESTANDAR 0,07 33
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En base a los resultados reflejados en la Tabla 6 se puede determinar cémo se obtienen
particulas de un tamano medio de 172 nm. La medida presenta un valor de PDI inferior a 0,3,
limite para poder determinar que la medida corresponde a una Unica poblacién monodispersa

de tipo gaussiano.

La micela de zeina se caracteriza con la técnica HRTEM. Las imagenes obtenidas Figura
11) demuestran que se han obtenido micelas esféricas de diversos tamafios. Tal y como se
muestra en la Figura 12 no existe una uniformidad en el tamafio de las micelas, siendo la media
del didmetro 529 + 137 nm. La media del tamafio no es determinante ya que existe mucha
variedad de particulas con distintos tamafios. Es posible que durante el pretratamiento de las
muestras se haya producido la agregacion de las particulas como consecuencia de la eliminacion
del disolvente y que sea este el origen de las discrepancias observadas con los datos obtenidos

por DLS.

o * 1um
Figura 11: Imdgenes de la micela de zeina por HR-TEM
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Figura 12: Histograma del diametro de las micelas

Las micelas de zeina presentan fluorescencia debido a las caracteristicas estructurales
de la proteina ya que presenta aminodcidos tales como triptéfano, fenilalanina y tirosina,

responsables de la banda de fluorescencia. El espectro de fluorescencia (Figura 13) presenta una
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banda de excitacidén centrada a una longitud de onda de 277 nm y una banda de emisidn con un

maximo de intensidad a una longitud de onda de 303 nm.

250

200

[EEN
vl
o

Micela zeina

100

Absorbancia, u.a.

50

230 280 330 380 430
Longitud de onda, nm

Figura 13: Espectro de fluorescencia de la micela de zeina

La luminiscencia intrinseca de las micelas de zeina permite que éstas puedan ser débilmente
observabas por un microscopio de fluorescencia (Figura 14). Sin embargo, debido a que los
didmetros de las particulas estan por debajo del limite de resolucidon del equipo y a que los
rendimientos de luminiscencia no son lo suficientemente altos, esta técnica no ha podido ser

empleada con fines de caracterizacion.

10.0 pm

Figura 14: Imdgenes de las micelas de zeina por microscopia de fluorescencia

La citometria de flujo se empled como prueba complementaria a las utilizadas
anteriormente para determinar el tamafio de las micelas y la fluorescencia que presentan estas
particulas. En esta técnica se calibro primero el equipo mediante el empleo de esferas

fluorescentes de un tamafio de 4, 6 y 10 um.

Tras la calibracién del equipo, se analiza la matriz de la muestra. Las micelas de zeina estan
suspendidas en agua Milli-Q por lo que en este caso, ésta serd nuestra matriz. Como se puede

observar en la Figura 15 A la muestra presenta una imagen practicamente exenta de particulas.
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El andlisis de las micelas de zeina (Figura 15C) determind que presentan un tamafio variable de
hasta 6um, informacién que se corresponde a la obtenida anteriormente mediante la técnica
TEM. La imagen que muestra las esferas de calibracidon (Figura 15B) estan presentes las de
tamafio de 4 y 6 um. Por comparacion de esa imagen con la obtenida para las micelas de zeina
se puede concluir que la mayor poblacién de nuestras particulas presenta un tamafo inferior a
4 um. El tamafio se corroboré mediante un analisis por tamafio donde se observa cémo la micela

de zeina da sefial préxima a la que dan las esferas de control de 4 um (Figura 16C y Figura 16D)

Las micelas de zeina en las condiciones operacionales del equipo no presentan fluorescencia, tal
y como se observa en la Figura 16. Anteriormente se habia demostrado que las micelas de zeina
si son fluorescentes, la falta en esta ocasién de fluorescencia puede ser debida a una baja
concentracién de micelas en la muestra o que, al estar trabajando en el limite de tamafio que se

ha calibrado, no se esté obteniendo un buen rendimiento.
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Figura 15: Citometria de Flujo. (A) Agua miliQ. (B) Esferas fluorescentes de calibracién. (C) Micela de zeina
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Figura 16: Fluorescencia y tamafio por citometria de flujo. (A) Fluorescencia esferas de control. (B) Fluorescencia
micelas de zeina. (C) Tamario de las esferas de control. (D) Tamaiio de las micelas de zeina

4.3. Encapsulacién de AuNPs en capsulas de PEG-zeina

La caracterizacidon del encapsulado de zeina con AuNPs tiene como fin determinar la

existencia de AuNPs en el interior de la micela de zeina.

En el espectro ATR — FTIR (Figura 17) se observa cémo las AuNPs no presentan picos debido a
ser particulas metalicas. Ademas, una vez formado el encapsulado de zeina con AuNPs se
mantienen todos los picos presentes en la micela de zeina lo que demuestra que sigue

manteniendo la misma estructura organica.
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Figura 17: Caracterizacion del encapsulado por ATR - FTIR

Se caracteriza el encapsulado por TEM. Las imagenes (Figura 18) muestran la capsula proteica

correspondiente zeina y pequefias AuUNPs esféricas distribuidas tanto en el interior de la micela
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como en la interfase. Gracias a las imagenes se puede concluir que se han conseguido encapsular

dentro de la micela de zeina las AuNPs.

Figura 18: Imdgenes del encapsulado por TEM

En el espectro UV-Vis (Figura 19) de la micela de zeina se observa la presencia discreta de un
pico con un maximo de absorbancia a una longitud de onda de 274 nm. Tras la formacién del
compuesto encapsulado este pico se desplaza hacia la derecha del espectro, siendo el maximo

de absorbancia 278,5 nm. El desplazamiento del pico supone la formacién del conjugado.
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Figura 19: Espectros UV-Vis de la micela de zeina y del encapsulado

Se registra el espectro de fluorescencia a las longitudes de onda de excitaciéon y emision de la
micela de zeina, 277 y 303 nm respectivamente. El espectro obtenido (Figura 20) se observa
como la fluorescencia del compuesto ha disminuido considerablemente al producirse la
encapsulacién. La disminucién de la fluorescencia se ha corroborado con al microscopio de
fluorescencia, donde se han obtenido imagenes del encapsulado (Figura 21) y no se observan

particulas fluorescentes.

La pérdida de fluorescencia puede ser debida a que al encapsularse las AuNPs en la zeina,

favorezca la desactivacion no radiacional de las micelas de zeina.
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Figura 20: Espectro de fluorescencia del encapsulado

Figura 21: Imdgenes del encapsulado por microscopia de fluorescencia

La citometria de flujo obtenida para las micelas con AuNPs encapsuladas muestra tamafios muy
dispersos, siendo la mayor parte de la poblacién de muestra de un tamafio de particula mas

cercano a 4 um (Figura 22).
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Figura 22: Citometria de Flujo. (A) Agua Milli-Q. (B) Esferas fluorescentes de calibracién. (C) Encapsulado
La falta de fluorescencia de las micelas encapsuladas se corrobora con la medida de

fluorescencia en citometria de flujo, donde tal y como se puede apreciar en la Figura 23B no se

detecta sefial de fluorescencia para la muestra.
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Figura 23: Fluorescencia y tamafio por citometria de flujo. (A) Fluorescencia esferas de control. (B) Fluorescencia
micelas de zeina. (C) Tamaiio de las esferas de control. (D) Tamafio del encapsulado
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La comparacién de la medida de tamafio por citometria de flujo para las muestra de micelas de
zeina y la muestra del encapsulado (Figura 16D y Figura 22D, respectivamente) determina que
una vez que se forma la micela con las AuNPs encapsuladas en su interior el diametro de la

micela aumenta.

4.4, SEPARACION DE AuNPs Y ZEINA POR AF4

4.4.1 ESTUDIOS PRELIMINARES DE AF4

La optimizacidn del método se hara en base a probar distintos parametros como el flujo

saliente al detector y el “cross flow” para optimizar la separacién.

1.%% donde se vario la

Se toma como referencia la separacion de AuNPs descrita por Gigault et a
composicion de la fase movil. La fase portadora empleada se corresponde con una disoluciéon de

Tween20 0,02% (m/V) preparada en agua Milli-Q.

En primer lugar se estudiaron distintos programas de flujo saliente al detector (0,5 mL/miny 1
mL/min) y de “cross flow” (entre 0,5 mL/miny 1,5 mL/min). Al terminar el programa de elucién
se mantiene el “cross flow” a una velocidad de 0.0 mL/min durante 2 minutos para asegurar la
completa elucién de particulas mas grandes o agregados. Al no aplicar “cross flow”, se deja de

retener este tipo de particulas y eluyen.

En la Tabla 7 se resume el programa éptimo encontrado para conseguir la correcta separacion

de las AuNPs.
Tabla 7: Programa de AF4 empleado para separar AuNPs
Volumen de inyeccidn, uL 20
Velocidad de flujo al detector, mL/min 1
Flujo de inyeccion, mL/min 0,2
Tiempo, min Cross Flow, mL/min
Focalizacion 3 1,5
Etapa del programa 2,5 Constante 1,5
Separacion 10 Caida lineal 1,5a0

2 Constante 0
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El eluyente se dirige desde el canal hasta un detector UV-Vis que recoge la sefial a 270 y 303 nm.

El fractograma obtenido (Figura 25) en la optimizacién del método muestra como se ha
conseguido una buena separacion del pico de las AuNPs con respecto al “void peak” a pesar de
que al aumentar el “cross flow” es posible que las particulas se retengan mas en la membranay
se produzcan pérdidas durante el andlisis. Para conocer si existen pérdidas se calcula la

recuperacion global del sistema (“recovery”) de la forma:
R (% n 100
= — X
%) = —

Para calcular la recuperacién de las AuNPs o “recovery” se debe hacer un programa FIA donde
no se aplica “cross flow” por lo que todo lo que se inyecta se detecta. Se registran dos medidas
con FIA (Figura 24) y el drea que se toma serd la media de ambas (m0). A continuacion, se

compara el drea que se obtiene con el programa donde se aplica el “cross flow” (m).

Tabla 8: Resultados de (recovery) para las AuNP por AF4. La incertidumbre corresponde a 1 desviacion estandar
(n=3)

Area Recovery, %
FIAAUNP (m0) 410

54 +2
Programa AuNP (m) 223

14
12

10

Absorbancia, u.a.
[e)]

0 5 10 15 20

Tiempo, min

Figura 24: FIA para las AUNPs (A=270 nm).
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Figura 25: Fractograma para las AuNP con un flujo de salida al detector de 1,0 mL/min y cross flow de 1,5 mL/min
(A=270 nm)

4.4.2 ANALISIS ELEMENTAL AF4 — ICPMS

Para la deteccién elemental, se acopld el sistema de fraccionamiento en flujo de campo
de flujo asimétrico a un espectrémetro de masas ICP. El flujo de salida del sistema se dirige
directamente al nebulizador del ICP-MS. El programa que se utilizé para la separacién por AF4
es el optimizado anteriormente para las AuUNPs (Tabla 7). Las micelas de zeina y el encapsulado
tiene un tamafo superior al didametro de las AuNPs por lo que se espera que se retengan mas

en la membrana y el tiempo de elucién sea mayor.

Se registran los fractogramas para las muestras de AuNPs, micelas de zeina y encapsulado
midiendo en ICP-MS los iones ¥’Au* y 850", La medida del S en las muestras tiene como fin
determinar si esta presente o no proteina en la muestra, ya que todas las proteinas tienen azufre

en su composicion quimica.

Tabla 9: lones que se miden por ICP-MS

Q1 Celda (Q) Q2
197Au+ 197Au+
lones Se afiade 0, a 0,35 mL/min
3ZS+ 4SSo+
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En primer lugar se analiza la muestra de AuNPs, donde se registrard el pico de la particula

metalica.

7,00E+06
6,00E+06
5,00E+06

5 4,00E+06

3,00E+06 Au

Intensidad, cps

2,00E+06

1,00E+06 “

0,00E+00 e —
0 5 10 15 20

Tiempo, min

Figura 26: Sefial 197Au* y #8SO* para la muestra de AuNPs

El fractograma obtenido (Figura 26) al analizar la muestra de AuNPs determina como a
aproximadamente 4,9 min aparece un pico que corresponde a las particulas metdlicas, lo que
concuerda perfectamente con el fractograma obtenido inicialmente con la deteccion UV-Vis
(Figura 25). Ademas, no presenta sefial significativa de S por lo que la muestra no contiene

azufre.

Tabla 10: Recovery para la muestra de AuNP obtenido con deteccion de Au por ICP-QQQ

197Au AuNPs FIA % Recovery
14997683 33656697 45+3

Tras calcular el recovery que se obtiene en el analisis (Tabla 10) muestra que es similar al que se
obtuvo anteriormente en la optimizacién del método (Tabla 8) empleando UV-Vis. Las particulas
de oro tienen un tamafio pequefio y es posible la recuperacién de aproximadamente la mitad

|ll

de ellas es debida a que al ser pequeiias queden retenidas en la membrana al aplicar el “cross

flow”.

En el fractograma obtenido al analizar la muestra que contiene las micelas de zeina (Figura 27)
no hay sefial de oro como cabe esperar, pero apenas se registra sefial de azufre. Unicamente
parece intuirse un pico ancho entre 5y 8 min que podria corresponder a dichas micelas (son de

mayor tamafio que las AuNPs y por tanto, deberian eluir mas tarde). Las micelas de zeina se

MASTER EN CIENCIAS ANALITICAS Y BIOANALITICAS — ISABEL CANAL NOVAL |



Trabajo Fin de Master

caracterizaron como se mencioné anteriormente por diversas técnicas por lo que se puede
concluir que la proteina si estd presente en la muestra. La ausencia de azufre en la senal
registrada puede ser debida a que se tenga una muestra muy diluida. Como el nimero de S que
tiene la zeina en su estructura quimica es bajo (Tabla 3) y la concentracion de zeina que se tiene

en suspension es baja también, el equipo no registra apenas la sefial de azufre de la proteina.

60000
50000
40000

30000

20000 Au

Intensidad, cps

10000

0 5 10 15 20

Tiempo, min

Figura 27: Sefial 197Au* y 4SO* para la muestra de micelas de zeina

El analisis de las micelas de zeina que contienen AuNPs encapsuladas en su interior da como
resultado el fractograma mostrado en la Figura 28. En él se puede observar como apenas se
registra sefal de oro. Con la informacién que se obtuvo con las técnicas de caracterizacidn se
pudo ver cémo si habia AuNPs encapsuladas, la baja sefial de oro que se registra es debida a
tener una muestra de AuNPs muy diluida o que haya pocas nanoparticulas encapsuladas en el
interior de la micela. Ademds, se puede observar como en esta ocasion, al contrario que para
las micelas de zeina, si se registra un pico significativo de S al tiempo de retencién observado
anteriormente (5-8 min) en la Figura 27. La mejor deteccidn de las micelas de zeina en este caso
puede ser debida a que se tiene una muestra mas concentrada de micelas encapsuladas o que
el proceso de formacién de micelas ha sido mds efectivo, se tiene mas proteinas en disolucién y

por tanto, el nimero de azufres presentes en la estructura aumenta.
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Figura 28: Sefial **7Au* y 4850* para la muestra del encapsulado

Para calcular la recuperacién se realiza un FIA con la muestra de las micelas encapsuladas para

ver cuanta masa llega al detector.
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Figura 29: FIA para la muestra de micelas de zeina encapsuladas con AuNP

En el fractograma de FIA (Figura 29) se observa como se registra en esta ocasion sefial de *’Au*

lo que significa que nuestra muestra si contiene nanoparticulas de oro.

Comparando las areas de los picos obtenidos aplicando y sin aplicar “cross flow” calculamos la

recuperacion (Tabla 11).
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Tabla 11: Recuperacion para la muestra de micelas encapsuladas con AuNP

Micela encapsulada FIA % Recovery
97Au 10077 522088 2,0+0,1
326 1339825 2125416 60+5

El hecho de que la recuperacién de S (zeina) sea mucho mayor que la de Au (AuNPs) puede
indicar que la mayoria de las AuNPs estén adsorbidas sobre la superficie de la micela y se
“limpien” durante la etapa de enfoque y fraccionamiento. También puede indicar que las
micelas puedan estar abriéndose durante el proceso y liberando las nanoparticulas. Es evidente
que habria que llevar a cabo mds experimentos para tener una idea mas clara de lo que estd

pasando.

A fin de demostrar al menos que es posible la separacidn e identificacién de los picos de AuNPs
y micelas de zeina en un mismo fractograma se va a realizar en un eppendorf una mezcla 1:10
de las muestras de micela de zeina y AuNPs. El fractograma (Figura 30) muestra claramente el
pico de AuNPs separado del “void peak” y a su vez separado del pico de la micela de zeina. El
pico de la proteina es un pico ancho debido a que tiene interacciones inespecificas con la
membrana pero al ser gaussiano se puede sospechar que pertenecen a una poblacidn pero con

una dispersion de tamanos elevada.
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Figura 30: Sefial *97Au* y 4850* para la mezcla de micelas de zeina con AuNPs
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5. CONCLUSIONES

La preparacion de AuNPs es posible mediante el método de Turkevich clasico donde se obtiene

como producto nanoparticulas esféricas y con un didmetro préximo a 20nm.

El empleo del polimero PEG durante la preparacién de particulas de zeina da como resultado la
sintesis de micelas de zeina estables en ambiente acuoso, y ademas, éstas son esféricas y
fluorescentes. Como inconveniente, no se ha conseguido uniformidad en el tamafio de particula,

obteniéndose micelas de didmetros muy variables.

Se ha conseguido la conjugacion de AuNPs con las micelas de zeina a pesar de que la
concentracién encapsulada de AuNPs dentro de las micelas de zeina no es muy elevada tal y
como se observa por TEM y se corrobora con la técnica AF4 donde no se ha conseguido registrar

una sefial alta de oro en el andlisis de la micela encapsulada.

La técnica de fraccionamiento en flujo de campo en flujo asimétrico permite la separacion de
AuNPs y micelas de zeina permitiendo averiguar si las nanoparticulas metalicas se encuentran
encapsuladas en el interior de la micela ya que se puede separar las AuNPs libres del pico de la

zeina.

El Trabajo de Fin de Master me ha permitido adquirir competencias a nivel académico debido al
manejo de distintos equipos y oportunidad de trabajo en técnicas especificas para la
caracterizacién de nanoparticulas como son el DLS, TEM o AF4. Ademas, el aprendizaje de la
interpretacién de la informacién que proporciona dichos equipos permitiéndome sacar

resultados y conclusiones.

A nivel personal me ha ayudado a desarrollar la capacidad de trabajo tanto individual como
colectivo en el laboratorio, asi como la capacidad de solucionar los problemas que se plantearon

durante el trabajo.
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