~ Revista /
umversuana de
"dwulgacaon S
cientifica. =

Dep. Leg.
MU-329-2001
ISSN 1697-0071

N238 (2018) \d

COBRM

" \.f r,_r'f-w'u

jlecani

IOU 'n'u
; .

lvas a ,JJA [ ,
1 emt arazadas

ion de#ﬁno estriic

B0 m.JruJJ'r&J" Sirest;

. 5 e ]Jm/.-i:' paci

Colegio

Oficial de
Biologos de la
Region de Murcia

UNIVERSIDAD DE
MURCIA




Numero 38

Revista Eubacteria

Revista Eubacteria

Revista universitaria de
divulgacion cientifica
www.um.es/eubacteria

ISSN 1697-0071
Deposito Legal MU-329-2001
N2 38. Diciembre 2018

Revista editada gracias al

Colegio Oficial de Bidlogos de la
Regidn de Murcia, en colaboracion
con la Facultad de Biologia de la
Universidad de Murcia.

”

Edicion numero 38

José Pedro Marin Murcia
Editor y director de la
revista Eubacteria jpmurcia@um.es

Fuensanta Marin
Codirectora y coordinadora de
contenidos

Ginés Luengo Gil
Decano del Colegio Oficial de Bidlogos
de la Regidn de Murcia

Maria del Mar Collado Gonzalez
Revisidn de textos y coordinacion de
contenidos

Maria Teresa Coronado Parra
Revisidn de textos y coordinacion de
contenidos

(=]
®)

Sumario:

Introduccién al nimero
Ginés Luego Gil. Pdgina 3
Buscando alternativas a los suplementos clasicos de DHA para
embarazadas

Antonio Gazquez Garcia y Elvira Larqué Daza. Pdgina 4-6
Caracterizacion de nanoestructuras de quitosano, fibroina de seday
oro como liberadores de farmacos

Mar Collado-Gonzalez, Gloria Villora y Francisco Guillermo Diaz Bafios.
Pdgina 7-12

Mecanismo de Doble Diana de las Proteinas Periféricas de Membrana
Teresa Coronado-Parra y Senena Corbalan-Garcia.
Pagina 13-19

Biomarcadores de restos 6seos humanos en la investigacion
antropolégica

Cristina Pérez Martinez.

Pdgina 20-25

Estudiando insectos desde una perspectiva poco habitual
Maria Pérez-Marcos, M2 Isabel Arnaldos, M2 Dolores Garcia.
Pdagina 26-29

Colegio
Oficial de

\\E Biologos de la

Region de Murcia

QOO 0E)

BY NC ND

La revista Eubacteria es editada bajo una licencia Creative Commons: Acceso universal y gratuito, uso no
comercial, no se pueden manipular los trabajos y se requiere la citacién de los autores, articulo y revista.

UNIVERSIDAD DE

MURCIA

Facultad de Biologia
Universidad de Murcia

Fotografia de la portada realizada por Maria del Mar Collado Gonzdlez

Revista Eubacteria. N2 38. 2018. ISSN 1697-0071




Revista Eubacteria | Numero 38

Caracterizacion de nanoestructuras de quitosano,
fibroina de seda y oro como liberadores de farmacos

Mar Collado-Gonzalez!, Gloria Villora?y Francisco Guillermo Diaz Bafios®
1y 3. Departamento de Quimica Fisica, Facultad de Quimica, Universidad de Murcia
2. Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Quimica, Universidad de Murcia
mdmcgl@um.es, *gvillora@um.es, 3fgb@um.es

RESUMEN

En las ultimas décadas la nanomedicina ha
experimentado un avance significativo en la sintesis de
sistemas de liberacion de farmacos; ya que mejoran la
eficacia terapéutica de los tratamientos aplicados!. Un
aspecto de especial relevancia es la agregacion que
experimentan algunos nanosistemas al ser expuestos a
condiciones fisioldgicas, ya que la baja estabilidad coloidal
modifica su actividad bioldgica y, si tienen que viajar a
través del torrente sanguineo hasta llegar a su sitio de
accion, los agregados pueden provocar situaciones que
desemboquen en la formacidon de trombos o embolias. En
esta Tesis Doctoral se utiliza quitosano como agente
estabilizador de diferentes nanosistemas que agregan al ser
expuestos a condiciones fisiolédgicas.

INTRODUCCION

Entre las bondades de los sistemas poliméricos de
liberacién de farmacos podemos citar su biocompatibilidad?
y fécil sintesis, ya que se pueden obtener mediante
interaccion electrostdtica entre los diferentes polimeros o
particulas que componen las nanoestructuras®. Esto es, los
componentes que presentan diferente carga se atraen. Y
son estas fuerzas contrapuestas las que conllevan a la
formacién de las nanoestructuras. Otra propiedad ventajosa
del uso de los nanosistemas poliméricos es que pueden
cargar farmacos tanto en la superficie como en el interior de
las nanoestructuras que forman. Existen diferentes tipos de
nanosistemas poliméricos, entre ellos encontramos las
nanoparticulas  polisacaridicas que, ademas de las
propiedades previamente indicadas, presentan ventajas
como el hecho de permanecer largo tiempo en circulacion
en el organismo y de ser lentamente eliminadas por el
organismo®.

Las caracteristicas de los sistemas de liberacién, que
regiran el comportamiento de los mismos, varian como
consecuencia de las propiedades intrinsecas de los
nanosistemas, tales como el tamafio, la forma o la carga 'y

también debido a las condiciones del medio en el que se
encuentran, entre otras el pH y la fuerza iénica®.

Por las razones explicadas mas arriba, es necesario
estudiar la capacidad de agregacidn de las nanoestructuras
en condiciones fisiologicas. Este aspecto es especialmente
importante ya que los capilares mas estrechos del cuerpo
humano presentan un diametro de, aproximadamente, 4
micras. Por lo que si al ser expuesto a condiciones
fisiolégicas, los nanosistemas sintetizados agregan dando
lugar a estructuras de tamafio micrométrico, se prohibira su
uso para ser utilizado como sistema de liberacidon de
farmacos>.

Para estudiar la agregacion de los sistemas poliméricos,
se recurre a la teoria DLVO (en honor a sus autores:
Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek). Esta teoria
establece que las nanoestructuras se van a mantener
alejadas mientras que existan entre ellas, fuerzas repulsivas
que las obliguen a estar alejadas del resto de
nanoestructuras del sistema®.

Para la realizacidn de esta Tesis Doctoral se utilizaron
nanoparticulas de oro de 10 nm recubiertas de citrato
(AuNP)” y nanoparticulas de fibroina de la seda (SFN)®
preparadas siguiendo la metodologia desarrollada en
nuestro grupo de investigaciéon®. En dicha metodologia, se
utilizan liquidos idnicos para obtener SFN, que se consideran
disolventes verdes, y con un rendimiento del proceso
mayor. Ambos tipos de nanoparticulas, las SFN y las AuNP
tienen en comun que agregan al exponerse a condiciones
fisioldgicas de pH y fuerza idnica®t?,

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante
en la biosfera'®. Es un polimero lineal, biocompatible e
insoluble en disolventes acuosos'®. Para aumentar la
solubilidad de este polimero y facilitar su manipulacién, se
desacetila y como resultado se obtiene una familia de
polisacdridos que recibe el nombre de quitosano*.
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Los quitosanos varian entre si en funcion del grado y el
patrén de desacetilacion®®. En cada posicidn desacetilada, el
quitosano presenta un grupo amina que puede protonarse y
adquirir carga positiva. De modo que, a pH acido, la cadena
presenta cargas positivas en distintos puntos de la cadena.
Como consecuencia, aparecen fuerzas electrostaticas de
repulsion intracatenarias e intercatenarias’®. Como
resultado de las primeras, las cadenas de quitosano estan
estiradas y como consecuencia de las segundas, dichas
cadenas se mantienen separadas unas de otras®’.

De esta forma, las cadenas van a experimentar un
cambio en la conformacién en funcion del pH, debido a la
presencia de cargas superficiales. Si afladimos una sal a la
disolucidn, los iones se disponen alrededor de las cargas y se
produce un apantallamiento de las mismas, dando lugar a
cambios en la conformacién de los polimeros'®. Otro factor
a tener en cuenta para conseguir la disolucion del
biopolimero es la concentracidn del mismo. Se sabe que el
quitosano puede formar estructuras tridimensionales
simplemente por el enredamiento de las cadenas. La
concentracion por debajo de la cual las cadenas de
quitosano no se entrecruzan entre ellas se denomina
concentracién critica. De modo que, si trabajamos a una
concentracion inferior a la concentracién critica y a unas
condiciones de pH y fuerza iénica que produzcan fuerzas
inter e intracatenarias de repulsion, conseguiremos una
disolucidn de cadenas libres de quitosano?®.

El quitosano ha sido calificado como generalmente
seguro para su uso en alimentacion y farmacial®®. Y se
incluyd en la farmacopea europea. Ademas, el quitosano se
ha utilizado para la sintesis de gran variedad de
nanoestructuras metalicas y no metalicas?'?2.

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1. Estudiar las propiedades del quitosano de peso
molecular medio en disolucidn.

2. Sintetizar y caracterizar nanocomposites de quitosano-

AuNP.

3. Sintetizar y caracterizar nanocomposites de quitosano-
SFN.

4. Estudiar la citotoxicidad de las nanoestructuras

sintetizadas, mediante el uso de cultivos celulares.

MATERIAL Y METODOS

El quitosano utilizado tiene un peso molecular
aproximado de 105#57 kDa, segun medidas de
esparcimiento estatico de luz (SLS, del inglés static light
scattering) y un grado de acetilacidn en torno al 25% segun
medidas de espectroscopia infrarroja por la transformada de

Fourier (FTIR Fourier-transform infrared spectroscopy) y
titulacidn conductimétrica.

Para llevar a cabo la caracterizacidn propuesta,
realizamos medidas de dispersion dinamica de luz (DLS, por
sus siglas en inglés dynamic light scattering). Esta técnica
permite determinar el tamafio de una particula analizando
la luz dispersada por la misma. Para completar la
caracterizacion, realizamos medidas de potencial Z, para
determinar la carga superficial de las estructuras formadas y
3 medidas de espectrofotometria para analizar el plasmdn
del oro. El plasmén es la longitud de onda a la cual se
registra el maximo de absorbancia en el espectro. Las
nanoparticulas de oro libres utilizadas presentan un maximo
en 521 nm y se desplaza a valores mayores conforme se van
agregando. Se usaron también técnicas de microscopia para
visualizar las nanoestructuras desarrolladas,
fotocentrifugacidn analitica para comprobar la estabilidad
de las nanoestructuras al ser expuestas a centrifugacion y
cromatografia liquida de alta resolucion para comprobar la
liberacién de farmacos cargados en los nanocomposites.
Finalmente, estudiamos la citotoxicidad de las
nanoestructuras usando cultivos celulares usando cultivos
de células Hela.

RESULTADOS Y DISCUSION

La disolucion de quitosano de peso molecular medio a
una concentracion de 103 g/mL presenta estructuras
micrométricas, tal como se puede observar en la curva
negra de la Figura 1. Al diluir la suspension hasta 10° g/mLy
agitar durante 24 h, se observa (linea roja, Figura 1) que la
poblacién de microestructuras disminuye y aparece una
poblacién de nanoestructuras. Si se diluye nuevamente
hasta 107 g/mL y se agita durante 24 h mas, se observa
(linea verde en la Figura 1) que las microestructuras han
desaparecido por completo de la disolucién y el contenido
en nanoestructuras ha aumentado. Estos resultados indican
que las interacciones entre las cadenas de quitosano son
débiles, ya que conforme diluimos y agitamos, las
estructuras grandes desaparecen de la suspensién. De esta
forma se puede estimar que si la concentracidon de
quitosano utilizado en las condiciones de medida es igual o
inferior a 10° g/mL, solo se encuentran estructuras
nanométricas en la disolucién.
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Figura 1. Distribucién del tamafio de las estructuras de quitosano en
disolucién a concentracion 103 g/mL (negro), 10° g/mL (rojo) y 107 g/mL
(verde).
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Para comprobar el efecto del pH, disolvimos el
quitosano a una concentracién igual a 10° g/mLa pH 3.6y
se agitd durante 24 h. Pasado este tiempo, se filtrd y se
ajusto el pH a diferentes valores finales. Como puede verse
en la Figura 2, a pH 3.6 obtenemos una distribucion
monodispersa debida a la presencia de cadenas libres del
polimero (linea negra). Al subir el pH hasta el valor del
punto isoeléctrico (pl), en torno a 6.5, se observa una
distribuciéon muy amplia de didametros hidrodinamicos (linea
roja, Figura 2). Posiblemente debido a la pérdida de las
fuerzas intra e intercatenarias, lo que daria lugar a la
interaccion de las cadenas. Al aumentar el pH por encima
del pl, el tamaiio de las estructuras aumenta. Este encaja
bien con la hipdtesis de interaccion de las cadenas de
quitosano y la hipotesis de la pérdida de repulsiones
intracatenarias, de forma que lo que vemos muy
probablemente es la formacién de estructuras globulares,
que agregan entre si.
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Figura 2. Distribucién del tamafio de las estructuras de quitosano en
disolucién a pH 3.6 (negro), 6.6 (rojo) y 9.8 (verde).

1000 10000

Para analizar el efecto de un incremento en la fuerza
idnica, se prepard a una disolucion de quitosano a
concentracion 102 g/mL y pH~4 y se mantuvo en agitacion
durante 24 h. La Figura 3 muestra la distribucién de

tamafios de estructuras presentes en la disolucidn inicial (en
verde) y la disoluciéon a la que se adiciond una sal para
aumentar la fuerza idnica, respecto a la disolucién inicial,
que se design6 como 0 M. En la Figura 3 se aprecia que un
incremento en la fuerza idnica del medio da lugar a la
reduccion del tamafio de las estructuras de quitosano como
resultado del efecto pantalla que tiene lugar en la superficie
de las estructuras.

12
T 4o {—— AI=0M
T g | AI=015M
‘n —— Al=025M
c 5
Q
2
c 4
R 21
0 20
r 18
r 16 o
r14 o
r12 IS
10 5
,8 Z
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Lg X
r2
0
1 10 100 1000

Tamafio (d. nm)

Figura 3. Distribucion del tamafio de las estructuras de quitosano en
disolucién con un incremento en la fuerza iénica OM (negro), 0.15M (rojo) y
0.25M (verde), respecto de la situacion inicial.

En cuanto al estudio de la agregacion de AuNP en
presencia de quitosano. Se mezclé quitosano preparado a
pH 4 y sin adicionar sal al medio y las AuNP. Como puede
observarse en la Figura 4, la interaccion de ambas especies,
quitosano (en rojo) y AuNP (en verde), se obtienen unas
estructuras de tamanfo intermedio (en negro), que son el
resultado de la interaccion de los componentes de la
suspension. Ademds, las imagenes de microscopia (Figura 5)
revelaron que las AuNP se localizan en la superficie del
quitosano. A estas estructuras las denominamos
nanocomposites.

Revista Eubacteria. N2 38. 2018. ISSN 1697-0071 _
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Figura 4. Distribucion de tamafios de AuNP (verde), quitosano (rojo) y
nanoestructuras compuestas de AuNP y quitosano (negro).
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Figura 5. Imagen de microscopia electrénica de transmision. El quitosano
aparece de un color grisdceo y las AUNP como puntos negros.

Al exponer estos nanocomposites a diferentes valores
de pH, el tamafo de las estructuras obtenidas no varia de
forma significativa al llegar a valores préximos al pl, sino que
mantiene una distribucion monodispersa de estructuras. Por
otra parte, al incrementar la fuerza idnica de la suspension,
se obtiene un resultado similar al obtenido cuando se
incrementa la fuerza iénica de una disolucién de quitosano.
Esto es, se produce la reduccién del tamafio de los
nanocomposites. La hipétesis mas plausible es que el efecto
que estamos viendo sea el apantallamiento de cargas
debido a la presencia no solo de las AuNP, sino también de
los iones adicionados al incrementar la fuerza idnica. Cabe
destacar que el incremento en la fuerza idnica da lugar a
que las AuNP se sitien mas cerca unas de otras debido a la
reduccién del tamafio de los nanocomposites, pero no se
produce la agregacion de las AUNP que quedan adsorbidas
en la superficie de las nanoestructuras formadas.

Para estudiar la cinética de interaccion entre el
quitosano y las AuNP, se prepararon dos suspensiones de
idéntica composicidn final. En ambos casos se partia de 1 mL
de la suspension de AuNP y se adicionaba un volumen de
una disolucién de quitosano preparado a 103 g/mL. La
diferencia entre las dos suspensiones era el tiempo en el

que se permitia la interaccion de ambas especies antes de
una nueva adicion del biopolimero. Asi, el experimento duré
4 h, en el caso en el que se permitié tiempos de interaccion
cortos y 192 h, en el caso en el que los tiempos de
interaccidn permitidos eran largos. El procedimiento de 4 h
rindié nanoparticulas que tenian un potencial Z negativo y
junto con las imagenes de microscopia electrdnica (Figura 6)
confirmaban la presencia de las AuNP en la superficie de las
estructuras formadas, en las que el quitosano actuaba de
andamio. Por otra parte, el experimento de 192 h rindié
microparticulas y particulas milimétricas.

Figura 6. Imagen de microscopia electrénica de nanocomposites de
quitosano (grisdceo) y AuNP (puntos negros)

El analisis espectrofotométrico de los nanocomposites
(Tabla 1) mostré que el maximo de absorbancia de las AuNP
libres que se sitlia en 521 nm, se habia desplazado hasta el
valor de 547 nm al interaccionar con el quitosano. Este
resultado indicé que las AuNP se situaban mas cerca unas de
otras que en el caso de las nanoparticulas libres. Sin
embargo, no indicaba que estuvieran agregadas, ya que en
ese caso el maximo de absorbancia deberia verse a un valor
de 700 nm o incluso no verse un pico de absorbancia®.

Tabla 1. Longitud de onda a la que se observa la méxima absorbancia de las
AuNP libres, agregadas o los nanocomposites que las contienen.

Amax (nm)
AuNP libres 521.57
AuNP agregadas > 700
Nanocomposites quitosano-AuNP 547.37

Para estudiar la estequiometria de la interaccién entre
quitosano y las AuNP, se prepararon disoluciones con
distintas proporciones entre los componentes en las
suspensiones  finales. Como resultado  obtuvimos
nanocomposites de diferente tamafio, pero siempre en el
rango nanométrico. Al incrementar la fuerza idnica del
medio, comprobamos que aquellas condiciones en las que la
presencia de quitosano era baja, se producia la agregacion
de AuNP de forma rapida e incluso no se observaban
particulas a las 24 h debido a que habian sedimentado
(Tabla 2). Asi, podemos concluir que existe una proporcién

Revista Eubacteria. N2 38. 2018. ISSN 1697-0071
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optima de quitosano y AuNP que da lugar a la obtencion de
nanocomposites que muestran tamafio nanométrico y son
estables frente a variaciones en la fuerza idnica.

Por dultimo, se estudid la citotoxicidad de los
nanocomposites obtenidos mediante el ensayo de reduccion
de una sal de tetrazolio utilizando células Hela. El analisis de
citotoxicidad reveld que el quitosano, las AuNP y las SFN son

Tabla 2. Didmetro hidrodindmico, en nm, de los nanocomposites componentes biocompatibles. Los nanocomposites
smtetlzado’s con dlf?rentes proporociones de AuNP y quitosano, indicados compuestos de quitosano-AuNP mostraron
como particula:particula. L. tibilidad ient | it
Proporcién =0, =0, t=24h, piocompatiniliaaaq, . mientras que 0S nanocomposi IES
AuNP:CS Al=0M Al=0.15M Al=0.15 M compuestos de qUItosano-SFN mostraron un efecto dosis-
1:10° 319 + 273 177 +125 16470 dependiente.
1:10? 99 + 55 111 £58 140 £ 114
1:10 230+ 131 138 +54 146 £ 52
1:1 68 + 139 509 + 228 0+0 CONCLUSIONES

Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral es
comprobar el efecto estabilizador del quitosano sobre
nanoestructuras con potencial Z negativo. Por ello, ademas
de utilizar las AuNP, utilizamos también SFN. Estas
nanoparticulas muestran una clara agregacion al
incrementar la fuerza idnica hasta un valor de 24 mM. De
nuevo, preparamos suspensiones con diferentes
proporciones de quitosano y SFN. Posteriormente, se
incrementd la fuerza idnica de la suspension, respecto al
valor del disolvente, hasta 24 mM. Como resultado,
encontramos que existe una proporcidon Odptima entre
ambas especies que permite obtener nanocomposites
estables frente al incremento de la fuerza idnica,
concretamente las proporciones CS:SFN 1:12.7 y 1:6.35
mg:mg (Tabla 3). Ademas, el estudio del potencial Z indicé
que, en ese caso, el quitosano se disponia sobre las SFN para
conseguir su estabilizacion.

Tabla 3. Didmetro hidrodindmico, en nm, de los nanocomposites de
quitosano y SFN en un medio con un incremento de la fuerza idnica igual a
0.024M, respecto a la fuerza iénica de la disolucién inicial.

Proporcion t=0, t=0, Potencial Z
CS:SFN Al=0 M Al =0.024 M (24 h)
1:50.8 190 + 56 1086 + 380 -3t4
1:12.7 195 + 77 339+129 20+2
1:6.35 21091 300 £ 110 43+8

1:0.2 979 + 610 490 + 228 27 +2

El quitosano consigue estabilizar las SFN a una fuerza
idnica muy baja. Para incrementar la estabilidad frente a la
fuerza idnica de las SFN en disoluciéon, usamos glicol-
quitosano, un derivado del quitosano con mayor solubilidad
en disolventes acuosos gracias a la presencia de unidades de
glicol. Como resultado, obtenemos estructuras que son
estables frente a un incremento de fuerza iénica hasta 0.1
M. Este valor es préximo al valor de la fuerza idnica de la
sangre y cuadruplica el valor de la fuerza idnica a la cual los
nanocomposites eran estables cuando se preparaban con
quitosano. Este resultado se consigue gracias a la variacion
de la condicidn de liéfobo a lidfilo al usar el glicol quitosano.

De la realizacion de esta Tesis Doctoral, se pueden
extraer las siguientes conclusiones:

Se pueden obtener estructuras de quitosano de
diferentes tamafios como consecuencia de las caracteristicas
intrinsecas, como grado de desacetilacion o peso molecular,
y caracteristicas extrinsecas como pH, fuerza idnica o
concentracién del polimero en la disolucion.

El quitosano en disolucién acida puede interaccionar
electrostaticamente con AuNP. Las estructuras resultantes
presentan diferentes tamafios y conformaciones en funcidn
de la proporcion de las especies en la suspension final y del
tiempo de interaccion.

El quitosano a concentracion 107 g/mL, pH 4 y fuerza
idnica igual a 0.25 M estabiliza nanoparticulas de oro
recubiertas de citrato de forma eficiente.

Los nanocomposites compuestos de quitosano y SFN
muestran el quitosano en la superficie de las
nanoestructuras, mientras que las SFN se encuentran en el
interior. Las nanoestructuras preparadas con la proporcién
quitosano:SFN 1:12.7 y 1:6.35 mg:mg son estables frente a
un incremento en la fuerza idnica igual a 24 mM. Esta
estabilidad aumenta al usar glicol-quitosano en lugar del
quitosano.

Los nanocomposites compuestos de quitosano y AuNP
mostraron un caracter biocompatible, mientras que los
nanocomposites compuestos de quitosano y SFN mostraron
un efecto dosis dependiente sobre el metabolismo celular.

Maria del Mar Collado Gonzalez es becaria posdoctoral
de la Fundacion Séneca de la Regidon de Murcia
(20381/PD/17). Realiza su estancia posdoctoral en la
Universidad de Leeds, Reino Unido.
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