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Introduccion

La academia y la industria han conseguido avances extraordinarios en una gran variedad
de areas debido al desarrollo de la nanotecnologia y el control de estructuras a niveles
nanoscopicos. Particularmente, en el campo de la medicina, la nanotecnologia tiene el potencial
de generar un impacto significativo en la salud humana pudiendo mejorar el diagndstico, la
prevencion y el tratamiento de enfermedades. En este campo, la nanotecnologia busca
encapsular farmacos y/o compuestos trazadores en nanoparticulas con el fin de aumentar la
eficacia de los mismos al permitir un suministro directo en tejidos diana; al mismo tiempo que
reducen su toxicidad evitando la acumulacion y los consiguientes efectos secundarios en tejidos
sanos. La encapsulacion de farmacos también permite su liberacion controlada pudiendo asi
evitar maximos de concentraciones elevadamente dafiinas o subterapéuticas. Sumado a esto,
las nanoparticulas han demostrado ser de gran valor en el transporte de farmacos con baja
solubilidad en agua; el cual resulta ser el principal problema a la hora de introducir nuevos
medicamentos al mercado debido a que este hecho limita su biodisponibilidad en el organismo.

La Comision Europea, define los nanomateriales como aquellos de origen natural,
accidental o manufacturados que contengan particulas en un estado abundante, como agregados
o aglomerados en los cuales, al menos el 50% de las particulas, segun su distribucion de tamaiio
por niimero tengan una o mas dimensiones externas comprendidas entre 1 y 100 nm [1],
aunque, no existe una definicion universalmente aceptada. Debido a que se requiere una
definicion operativa a efecto de este estudio, se definira el término de nanomedicina en base a
la propuesta de Etheridge y colaboradores [2] que definen la nanomedicina como “el uso en
medicina de materiales a nanoescala o nanoestructurados, disefiados para tener efectos médicos
unicos basados en sus estructuras, en los que al menos una de sus dimensiones sea menor de
300 nm”. Los materiales en esta escala de tamafio suelen presentar propiedades distintas a sus
homologos macroscopicos, tanto en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas como a sus
interacciones fisiologicas.

Dependiendo de la aplicacion final del sistema, es posible emplear una gran variedad de
materiales para la preparacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas inorganicas basadas en
metales suelen presentar una estabilidad elevada y un tamafio reducido lo que les atribuye una
elevada penetrabilidad celular. No obstante, su uso prolongado suele ser toxico si el organismo

no es capaz de eliminarlas correctamente. Los polimeros sintéticos biodegradables como el
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alcohol polivinilico o el 4cido polilactico suelen ser alternativas atractivas, dado que pueden
ser descompuestos en el organismo y su elevada pureza hace que la preparacion de
nanoparticulas sea altamente reproducible. A pesar de esto, muchos de los productos de
degradacion de estos polimeros suelen ser toxicos y su sintesis esta asociada al uso de una gran
cantidad de disolventes y productos quimicos agresivos. Ademas, estos polimeros suelen tener
un elevado coste. En contraste, los polimeros naturales suelen ser biocompatibles,
biodegradables, econdmicos y su procesado suele requerir condiciones de operacion suaves y
reactivos seguros de manipular.

La fibroina de seda (SF) del gusano de seda de la especie Bombyx mori es un polimero
natural, proteico, que presenta una interesante combinacion de propiedades mecénicas, tales
como flexibilidad y resistencia que atun son dificiles de conseguir con polimeros sintéticos.
Ademas, la SF es biodegradable y biocompatible, lo que la convierte en un excelente material
para la produccion de nanoparticulas para la administracion de farmacos. Las nanoparticulas
de SF (SFN) son capaces de cargar una amplia variedad de compuestos terapéuticos y diversas
macromoléculas, penetrar membranas bioldgicas y ser modificadas quimicamente para ampliar
su funcionalidad.

Si bien la notable resistencia mecédnica de la SF es una de las propiedades atractivas del
biomaterial, el proceso de sintesis de nanoparticulas se encuentra obstaculizado por su elevada
estabilidad, proveniente del alto nimero de enlaces de hidrégeno en su estructura secundaria,
mayoritariamente, en forma de lamina § antiparalela. Un método reciente, desarrollado por el
grupo de investigacion en el que se ha realizado la presente tesis doctoral, basado en la
utilizacion de liquidos i6nicos para disolver la SF nativa, ha permitido la produccion de
nanoparticulas en un proceso facil y escalable a la industria. Los liquidos i6nicos son sales
organicas que se encuentran en estado liquido a temperaturas inferiores a 100 °C y que estan
formados habitualmente por un catidén orgéanico (frecuentemente sales de dialquilimidazolio y
tetraalquilamonio) y un anidn inorganico u orgéanico (por ejemplo, BF4", PFs", CH3-COO"). Los
liquidos 16nicos han surgido como disolventes prometedores para su uso en una amplia
variedad de procesos quimicos y bioquimicos por sus propiedades extraordinarias, que
incluyen una presion de vapor practicamente nula, elevada estabilidad térmica y quimica,
menor toxicidad que muchos disolventes organicos convencionales y la posibilidad de modular
sus propiedades fisicoquimicas en base a la apropiada eleccion del cation y el anion que lo
constituyen. Ademas, los liquidos i6nicos pueden ser separados de otros disolventes mediante

destilacion simple debido a su alto punto de ebullicion, lo que los hace facilmente reciclables.
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El proceso de sintesis de SFN consta de varias etapas. En primer lugar, se lleva a cabo la
purificacion de la SF, mediante la eliminaciéon de la sericina (método conocido como
desgomado). En segundo lugar, la SF debe ser disuelta en sus unidades monoméricas y, por
ultimo, ésta es regenerada en forma de nanoparticulas. Cada uno de estos procesos puede tener
efectos significativos en la estructura secundaria de la proteina y dadas las implicaciones que
¢sta tiene en la resistencia, degradabilidad y biocompatibilidad del producto final, su estudio
resulta indispensable.

Por otro lado, para la correcta administracion de dosis terapéuticas, los firmacos cargados
en las nanoparticulas deben ser cuantificados con precision. Hasta la fecha, se han utilizado
principalmente dos enfoques para esta tarea basados en una medicion directa o indirecta del
contenido de carga de farmaco en la nanoparticula. Sin embargo, ambos adolecen de las
ineficiencias de la extraccion del farmaco y del proceso de separacion sélido-liquido, asi como
de errores de dilucion.

Dadas las consideraciones anteriores, esta Tesis doctoral se centra en el estudio de las SFN
como nanotransportadores de farmacos, su proceso de sintesis utilizando liquidos idnicos, la
caracterizacion de la estructura secundaria de la proteina durante todo el proceso de sintesis y

la cuantificacion de la cantidad de farmaco cargado en las nanoparticulas.
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Objetivos

La presente Tesis Doctoral presenta cuatro objetivos globales: El estudio del (i) proceso

de sintesis de SFN utilizando liquidos i6nicos, (ii) la influencia del proceso de purificacion de

la SF de seda en el proceso de sintesis, (iii) la caracterizacion de la estructura secundaria de la

proteina durante todo el proceso de sintesis y (iv) la cuantificacion de la cantidad de farmaco

cargado en las nanoparticulas. Estos objetivos globales se han desglosado en objetivos

especificos tal y como se indica a continuacion:

1. Realizar una revision bibliografica sobre la sintesis de nanoparticulas biopoliméricas

utilizando liquidos i6nicos.

a.

Estudiar la capacidad de los liquidos idnicos para disolver biopolimeros que sean
interesantes para la sintesis de nanoparticulas en la administracion de farmacos. Entre
ellos: celulosa, xilano, almidon, quitosano, queratina y SF.

Evaluar el proceso de sintesis de SFN mediante su disolucion en el liquido idnico
acetato de 1-etil-3-metilimidazolio acelerada por ultrasonidos de alta potencia.
Examinar los procesos de carga de la curcumina en SFN mediante coprecipitacion y

adsorcion.

2. Estudiar la influencia del proceso de desgomado de la seda sobre las caracteristicas

estructurales de las nanoparticulas.

a.

Purificar SF de seda mediante cuatro de los métodos de desgomado mas representativos
dentro de la bibliografia: autoclave, ebullicion alcalina corta e intensiva (30 y 120 min,
respectivamente) y ultrasonidos de alta potencia.

Evaluar la eficiencia de la eliminacion de la sericina de los métodos utilizados.
Evaluar la degradacion de la SF después de los tratamientos de desgomado mediante
electroforesis en gel.

Estudiar la morfologia, tamafio medio, distribucion de tamafio, potencial-Z y densidad
de carga superficial de las particulas resultantes de las SFs tratadas con los diferentes
métodos de desgomado y correlacionar estos parametros con la integridad de la SF y la

cantidad de sericina en las fibras.
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Desarrollar un método basado en espectroscopia infrarroja que permita analizar la

estructura secundaria de la SF en todas las etapas de sintesis de nanoparticulas.

a. [Estudiar la estructura secundaria de la SF en sus estados de fibra nativa, disuelta en
liquido i6nico y regenerada en forma de nanoparticula.

b. Comparar los resultados experimentales con modelos computacionales para la
asignacion de bandas a estructuras de ldminas [ apiladas.

c. Comparar la estructura secundaria de la fibra de SF nativa con las SFN regenerada.

Desarrollar un método para la cuantificacion directa de farmacos cargados en

nanoparticulas poliméricas.

a. Identificar una sefial en el espectro infrarrojo de absorbancia caracteristica del farmaco
cargado y construir una curva de calibracion.

b. Validar el método de cuantificacion segiin las indicaciones de la IUPAC. Definir los
parametros de limite de deteccion, limite de cuantificacion, reproducibilidad, rango
lineal y precision.

c. Construir una curva de calibracion utilizando la segunda derivada del espectro de
absorbancia como alternativa para resolver picos superpuestos para poder ampliar la

aplicabilidad del método a otros sistemas.



Estructura del Trabajo

De acuerdo con estos objetivos especificos, el trabajo se ha articulado en los siguientes

capitulos:

En el Capitulo 1 se presentan antecedentes junto con una revision bibliografica del estado
del arte de los tipos de nanoparticulas que se han propuesto para el transporte de fArmacos. Se
comenzara por un breve repaso historico de la nanotecnologia incluyendo el mecanismo de
penetracion aumentada y de retencion propuesto por Matsumura y Maeda en 1986, considerado
como el comienzo de la nanomedicina. A continuacion, se trataran conceptos clave como las
ventajas aportadas por los nanotransportadores, asi como principios de disefio y se analizaran
distintas vias de administracién y eliminacién de estos. Posteriormente, se revisaran las
caracteristicas de la SF y sus aplicaciones como biomaterial, su estructura, biocompatibilidad
y degradabilidad. Por ultimo, se consideraran los métodos de sintesis de SFN y los métodos de
carga de farmacos.

En el Capitulo 2 se abordard la sintesis de nanoparticulas utilizando liquidos i6nicos y
diferentes biopolimeros dedicando especial atencion a las producidas a partir de SF. Se
expondran los estudios recientes del grupo que describen cémo los ultrasonidos de alta potencia
son capaces de acelerar el proceso de disolucion de proteinas de seda en liquidos i6nicos y
como las SFN pueden obtenerse directamente a partir de la solucion de SF/liquido i6nico
mediante una répida desolvatacion en disolventes orgdnicos polares. Como ejemplo, se
presenta la posible aplicacion biomédica de nanoparticulas de fibroina de seda cargadas con
curcumina para el tratamiento de diversos tipos de cancer.

En el Capitulo 3 se llevard a cabo el estudio de la influencia que tiene el método de
purificaciéon de la SF - conocido como desgomado - en el proceso de produccion de
nanoparticulas. Se utilizaron cuatro métodos basados en (i) el uso de autoclave, (ii) ebullicion
alcalina corta (Na>CO3), (i11) ebullicion alcalina larga (Na2CO3) y (iv) ultrasonidos. Las fibras
resultantes fueron disueltas en el liquido 16nico acetato de 1-etil-3-metilimidazolio y se usaron
para la sintesis de nanoparticulas por desolvatacion rapida en metanol. La eficiencia relativa
de los procesos de desgomado y la integridad de las fibras de fibroina resultantes fueron

analizadas por pérdida de masa, microscopia Optica, analisis termogravimétrico, espectroscopia
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infrarroja y electroforesis (SDS-PAGE). Los tamafios de particula y la morfologia se analizaron
por dispersion dindmica de luz y microscopia electronica de barrido de emision de campo.

En el Capitulo 4 se estudia la estructura secundaria de las SFN resultantes, ya que su
conocimiento permitird garantizar el mantenimiento de las propiedades mecanicas y la
biocompatibilidad de las mismas. En este apartado, se presentara un nuevo método basado en
espectroscopia de infrarrojos para estudiar la estructura secundaria de la SF en diferentes etapas
del proceso de produccion: en su estado de fibra nativa, disuelta en liquido i6nico y después de
la regeneracion en forma de nanoparticulas. El andlisis experimental estd basado en el ajuste
simultaneo de la banda de absorcidon de amida I y su derivada segunda. A diferencia del ajuste
habitual realizado exclusivamente al espectro de absorcidn, este nuevo enfoque explota toda la
informacion espectral contenida en el espectro y proporciona resultados mas robustos.

En el Capitulo 5 se presenta el desarrollo de un método simple y robusto para la
cuantificacion directa de farmacos en nanoparticulas poliméricas basado en la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier con reflexion total atenuada (ATR-FTIR). Ademas, el
método propuesto puede ser facilmente adaptado a una amplia variedad de sistemas de
administraciéon de farmacos. Actualmente, para la cuantificacion de farmacos cargados en
nanoparticulas se utilizan dos técnicas basadas en la medida directa o indirecta de los mismos.
Sin embargo, como se discutird en el capitulo, dicha cuantificaciéon no se encuentra libre de
controversia debido a la ineficiencia de la extraccion del medicamento y al proceso de
separacion solido-liquido, asi como a errores de dilucion.

Por ultimo, en el Capitulo 6 se recogen las conclusiones globales extraidas de los capitulos
anteriores y se realiza una propuesta de las perspectivas futuras en la linea de investigacion de

esta Tesis Doctoral.

Cabe destacar, finalmente, que cada uno de los capitulos presenta al final la bibliografia

correspondiente a cada uno de los temas objeto de estudio.
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Antecedentes

1.1. Introduccion a la nanotecnologia y la nanomedicina

La nanomedicina es una disciplina relativamente nueva que surge de la interseccion entre
la nanotecnologia y la medicina basada en el control de la materia a escala nanométrica para
aplicaciones en el &mbito de la salud humana. El uso de materiales en este rango ha supuesto
un gran avance al modificar propiedades fundamentales como la solubilidad, la difusividad, la
vida media de la circulacidon sanguinea, perfiles de liberacion y distribucion de farmacos [1-
4]. Aunque la produccion y el uso de materia de tamafio nanométrico data desde hace cientos
de afos [5,6], la nanomedicina como ciencia interdisciplinar moderna se establecio por primera
vez a finales del siglo pasado. Muchos autores consideran el inicio de la nanotecnologia en la
famosa conferencia del fisico y premio Nobel Richard P. Feynman en 1959 para la American
Physical Society titulada: “There's Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New
Field of Physics” [7]. En ella, Feynman presentd una vision futurista de la tecnologia que
conduce hacia la escala atdmica y hacia los limites finales establecidos por las leyes fisicas. Se
expusieron ideas revolucionarias, tales como reducir los circuitos integrados de un ordenador
hasta didmetros comprendidos entre 10 y 100 dtomos. Para comprender el alcance de sus
predicciones, basta recordar que, en el momento de presentar estas ideas, un ordenador ocupaba
una sala entera si no varias. Sin embargo, la palabra (o el prefijo) nano no fue mencionado ni
una sola vez en su presentacion, Feynman se cifio a describir la miniaturizacion de méaquinas y
sus posibles aplicaciones. El honor de haber acufiado el término “nano” es otorgado a Norio
Taniguchi, por su presentacion “On the basic concept of nanotechnology” en 1974 [8].

Es importante enfatizar que el término nanotecnologia aplicado al estudio de nanoparticulas
consiste simplemente en renombrar el estudio de las dispersiones coloidales, en cuyo campo
destacan las aportaciones de renombrados cientificos como Michael Faraday, quien en 1857
difunde la primera sintesis de nanoparticulas de oro y otros metales [9]. En el articulo, Faraday
pone de manifiesto su asombro por los cambios en las propiedades Opticas de estos materiales
nanométricos. Estas propiedades, fueron explicadas en 1908 por Gustav Mie quien daria
solucion a la ecuaciones de Maxwell para particulas con un volumen finito [10]. En 1925,
Richard Zsigmondy seria galardonado con el Premio Nobel de Quimica por su demostracion

de la naturaleza heterogénea de las dispersiones coloidales [11]. Sus aportaciones en términos
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metodoldgicos se han convertido desde entonces en fundamentales para el estudio de la
quimica coloidal moderna y de la nanotecnologia.

En 1981, Eric Drexler [12] propone lo que hoy en dia es conocido como un enfoque de
abajo hacia arriba (bottom-up), donde los a&tomos son autoensamblados para crear estructuras
de mayor orden jerarquico. El mismo contrasta con la aproximacion propuesta por Feynman,
quien concibe el comienzo de la nanotecnologia desde un enfoque de arriba hacia abajo (top-
down), construyendo maquinas cada vez mas pequefias que, en ultima instancia, son usadas
para manipular la materia con precision atdmica. En especial, el enfoque bottom up resulta de
gran interés en la sintesis de nanoparticulas, donde las propiedades de autoensamblaje,
producto de las interacciones quimicas y fisicas naturales entre las moléculas, pueden ser
explotadas para dar lugar a caracteristicas definidas. Es este concepto el que abre un gran
abanico de posibilidades hacia la sintesis de nanoparticulas con una amplia variedad de
funcionalidades. Desde este punto de vista, la ingenieria de nanoparticulas se basa en
“programar” con instrucciones predeterminadas el autoensamblado de los atomos o moléculas
de tal manera que las nanoparticulas deseadas sean el producto final.

Diferentes autores ven entrecruzados los caminos de la nanotecnologia y la medicina en
1986, cuando Matsumura y Maeda [13] observaron que una proteina anticancerigena unida a
nanoparticulas poliméricas presentaba mayor acumulacion en tejidos tumorales que en tejidos
sanos. Este descubrimiento dio lugar a la teoria de permeabilidad y retencion aumentadas como
consecuencia de la fisiologia tumoral y del tamafio de las nanoparticulas (<200 nm), que son
capaces de penetrar en las células tumorales por su reducido tamafio y a la vez ser retenidas
[13]. El descubrimiento sienta las bases para el desarrollo de distintas teorias sobre la liberacion
dirigida mediante transporte pasivo hacia tejidos tumorales y a una gran cascada de avances en
el disefio de nanoportadores de farmacos. En 1995, la primera nanoestructura, basada en
liposomas para la distribucion del farmaco doxorrubicina fue aprobada por la FDA (Food and
Drug Administration, EE.UU.) bajo el nombre comercial de Doxil® [14]. Desde entonces y
hasta abril del 2016, mas de 50 nanomedicinas de diferente indole han sido aprobadas por la
FDA y se prevé que éste sea solo el principio de un futuro cercano [15]. En el momento de
escribir esta tesis, una de las estimaciones de capitalizacion de mercado mas conservadoras
estiman que el valor del conjunto de las nanomedicinas esta comprendido en 47.500 millones
de dolares y se espera que aumente hasta los 164.000 millones para el 2027 impulsado por la

crisis sanitaria del SARS-CoV-2 [16].
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1.2. Tipos de nanoparticulas

Las modernas y avanzadas técnicas de sintesis han dado lugar a la preparacion de gran
variedad de nanoparticulas con diversas formas y tamafos junto con la utilizacion de una gran
diversidad de materiales. La clasificacion de las nanoparticulas puede basarse en diferentes
pardmetros fisicos y/o quimicos. Aqui se presenta un breve resumen de las caracteristicas y
funciones mas importantes de diferentes tipos de nanoparticulas usadas en biomedicina,

clasificadas en base a los materiales utilizados en su sintesis.

1.2.1 Nanoparticulas metdlicas

Las nanoparticulas metalicas han atraido gran interés para su utilizacién en medicina como
agentes anticancerigenos [17], agentes de contraste para imagenes [18] y portadores de
farmacos [19]. Una de las propiedades mas explotadas de éstas es el incremento en las
absortividades molares que presentan las dispersiones coloidales debido a la intensidad de la
resonancia de su plasmon superficial [20], siendo ejemplos clasicos de esto las nanoparticulas
de metales como el oro, la plata o el cobre. La resonancia de plasmon puede irradiar luz
(dispersion de Mie), proceso que encuentra una gran utilidad en los campos Opticos y de
imagenes, o puede convertirse rapidamente en calor (absorcion). Este ultimo mecanismo puede
ser utilizado para convertir a las nanoparticulas metalicas en fuentes de calor activadas por luz
para ser utilizadas en medicina en fototermolisis laser selectiva de células cancerigenas [21—
23]. Las propiedades del plasmon de resonancia pueden ser ajustadas mediante el tamafio,
morfologia y naturaleza de los metales utilizados para la sintesis de nanoparticulas, pudiendo
de esta forma servir para diferentes propositos [17]. Sus propiedades Opticas y elevada
capacidad para catalizar reacciones y transferencia de electrones también les confieren
aplicaciones como biosensores [20] que mediante ingeniosas modificaciones son capaces de
amplificar significativamente las sefiales [24].

Las nanoparticulas metélicas también son de interés como vehiculos para la administracion
de farmacos y otros principios activos debido a su elevada relacion superficie-volumen,
estabilidad y funcionalidad a través de modificaciones quimicas de su superficie y relativa
inocuidad. Por ejemplo, Libutti y colaboradores [25], funcionalizar la superficie de
nanoparticulas de oro de 27 nm con factor de necrosis tumoral-a y polietilenglicol. Las
nanoparticulas lograron acumularse pasivamente en los tejidos cancerosos, y debido a esto, los
investigadores fueron capaces de administrar dosis del factor de necrosis tumoral-o que

previamente eran consideradas toxicas. Las nanoparticulas de oxido de hierro han sido
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aprobadas por la FDA para el tratamiento de la anemia [26]. Recientemente, estudios de
docking molecular plantean la reutilizacion de estas nanoparticulas para combatir la actual
pandemia mundial de SARS-CoV-2 [27]. Los estudios revelaron que tanto las nanoparticulas
de Fe203 como de Fe;04 interactiian de manera eficaz con diferentes proteinas y glicoproteinas
del virus. Se espera que estas interacciones asociadas con cambios conformacionales en las
proteinas resulten en la inactivacion del virus.

Sin embargo, a pesar del gran auge de las nanoparticulas metalicas debido a su larga historia
y a la sencillez en lo que a su sintesis se refiere, estas presentan problemas de toxicidad en usos
prolongados al no poder ser biodegradadas [28-30]. Ademas, diferentes autores ya han
expresado su preocupacion en relacion a la neurotoxicidad de estas particulas al ser capaces de

atravesar la barrera hematoencefalica [31,32].

1.2.2  Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de una o0 mas membranas concéntricas
de bicapas lipidicas con un compartimento interno que normalmente contiene agua. Los
liposomas tienen la capacidad de encapsular tanto moléculas lipofilicas en su membrana como
hidrofilicas en su membrana o en su cavidad interna. El tamafo de estas vesiculas puede variar
desde unos pocos nandmetros hasta varios micrometros. Sin embargo, los liposomas para uso
médico oscilan entre 50 y 450 nm [33]. Estos fueron descubiertos en la década de los afios 60
[34] y ostentan ser las primeras nanoparticulas en ser utilizadas para la administracion de
nanomedicinas después de la aprobacion de Doxil® por la FDA en 1995 [14]. En la actualidad,
se han producido avances tecnoldgicos que han logrado utilizar diversos lipidos naturales o
sintéticos, asi como surfactantes, para modificar las propiedades fisicoquimicas de los
liposomas dando lugar a la segunda y tercera generacion de liposomas [35]. Los cambios en
las propiedades fisicoquimicas de los liposomas influyen en su interaccion con las células, la
vida media en circulacion, la capacidad para penetrar tejidos y su destino final in vivo [35]. Por
ejemplo, al cambiar en los liposomas una bicapa de fosfolipidos en fase liquida por una bicapa
en fase solida mediante la incorporacion de colesterol (efecto tensor de la bicapa) o
esfingomielina, aumenta la retencion del firmaco cargado en los liposomas, retrasando la
liberacion.

Desde la redaccion de esta tesis, las empresas BioNTech/Pfizer y Medrena utilizan
liposomas para el transporte de ARNm en una vacuna pionera contra el SARS-CoV-2 [36,37].
Los liposomas protegen a el material genético frente a la degradacion y aumentan la eficiencia

de translocacion hacia el interior de las células presentadoras de antigenos. Ademas, estas
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nanoparticulas permiten la coadministracion de adyuvantes para iniciar una respuesta inmune
coordinada [36].

Sin embargo, éstos han presentado varios problemas e implicaciones farmacologicas bajo
el uso prolongado. Un gran inconveniente de los liposomas convencionales es su rapida captura
por el sistema reticuloendotelial [38]. Los liposomas se acumulan principalmente en el higado
y el bazo, debido a su abundante irrigacion sanguinea y a la abundancia de células fagociticas
residentes en estos tejidos [39]. El marcado aumento en la retencion y acumulacion de farmacos
liposomales en estos Organos puede retrasar la eliminacion de los firmacos anticancerosos
lipofilicos de la circulacion [40]. Ademas, durante la quimioterapia, puede conducir a un
agotamiento parcial de los macréfagos e interferir con las importantes funciones de defensa del

huésped en este tipo de células [41].

1.2.3 Nanocristales

Los nanocristales son quizas las formas mas simples de nanomedicina, es decir
nanoparticulas compuestas al 100% del farmaco. La gran relacion superficie/area ofrecidas por
la escala nanométrica consigue aumentar la velocidad de disolucion permitiendo mejorar
perfiles farmacocinéticos. El reducido tamafio de las nanoparticulas incrementa la penetracion
de los nanocristales a barreras bioldgicas como el tracto digestivo, aumentando de esta manera
la biodisponibilidad de fairmacos insolubles. Los problemas de solubilidad relacionados con
una serie de compuestos farmacologicos se han mejorado mediante su conversion en
nanocristales y se comercializan para una variedad de indicaciones [42]. El molino de perlas
desarrollado por Elan Nanosystems se empled para producir los primeros tres nanocristales
aprobados por la FDA: Rapamune®, Tricor® y Emend®, y se espera que sea aplicable de una
manera casi universal a una variedad de medicamentos que presentan problemas de solubilidad,
que se estima que son entre el 70-90% de los compuestos farmacologicos potenciales [43]. La
produccion de nanoparticulas cristalinas para su uso en medicina también abarca materiales
inorganicos [42—44]. Aunque las nanoparticulas inorganicas aprobadas por la FDA (afio 2016)
se limitan a hidroxiapatita y fosfato de calcio para su uso como sustitutos de injertos 0seos y
oxido de hierro, para el tratamiento del glioblastoma y la anemia, por deficiencia de hierro en

enfermedades renales [15].

1.2.4 Nanoparticulas poliméricas
Las nanoparticulas poliméricas son particulas coloidales de naturaleza sdlida que,

dependiendo del método de preparacion, pueden formar dos tipos de estructuras: nanoesferas
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o nanocapsulas [45]. Las nanoesferas consisten en un sistema de matriz en el que el farmaco
puede adsorberse en la superficie o coprecipitarse con el polimero [46], mientras que en las
nanocapsulas el farmaco estd incluido en una cavidad interna rodeada por una membrana
polimérica [47]. Los polimeros naturales como carbohidratos y proteinas varian sus
propiedades entre hidrofilicos, hidrofobicos e incluso anfifilicos. Por otro lado, los polimeros
sintéticos son mayoritariamente de naturaleza hidrofilica y pueden presentarse en forma
prepolimerizada o ser polimerizados durante el proceso de sintesis de las nanoparticulas. Los
polimeros sintéticos, a su vez, pueden ser subdivididos en dos clases, biodegradables y no
biodegradables. El acido polilactico-co-glicdlico (PLGA) es un polimero biodegradable
ampliamente utilizado para la administracion farmacos [48,49]. Por otra parte, los poliacrilatos
son polimeros no biodegradables que también han sido estudiados para administracion de
farmacos [50,51], aunque en menor medida en comparacion con los polimeros biodegradables
por claras razones de biocompatibilidad [52].

Las nanoparticulas poliméricas tienen un inmenso potencial como portadores de farmacos,
ya que pueden administrarlos en diferentes 6rganos, protegen a los farmacos contra la
degradacion in vitro e in vivo; liberan el farmaco de forma controlada y también ofrecen la
posibilidad de dirigir los fArmacos a tumores pasivamente u otros tejidos activamente [45]. El
uso de nanoparticulas poliméricas para la distribucion de farmacos es un enfoque universal
para aumentar el rendimiento terapéutico de aquellos que son poco solubles en cualquier via

de administracion.

1.3. Ventajas de las nanoparticulas para la distribucion de farmacos

Las nanoparticulas aportan al campo de la medicina un nuevo nivel de ingenieria y control
al poder modificar parametros tales como la solubilidad, difusividad, vida media, toxicidad,
farmacocinética y biodistribucion de farmacos y capacidad de diagnostico. Las aplicaciones de
las nanoparticulas son muy diversas y se espera que aumenten con el avance de la tecnologia.
En los ultimos afios, numerosos estudios han demostrado la capacidad de las mismas para
funcionar como sensores [53], portadores de fArmacos [54-56] y agentes de diagnostico [1,57].
Recientes esfuerzos han logrado integrar tratamientos y diagndsticos en una sola aplicacion,
dando lugar a los procedimientos conocidos como “teranodsticos’.

La justificacion del uso de nanoparticulas como sistemas de liberacion de farmaco yacen
en al menos tres mecanismos: (i) la permeabilidad y retencion aumentadas (EPR, del inglés

Enhanced Permeability and Retention) de las nanoparticulas en tumores solidos; (ii) la
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posibilidad de transportar firmacos insolubles en la sangre mediante sistemas coloidales
estables y (iii) la liberacion controlada del mismo. En esta seccion se desarrollaran las posibles

ventajas de cada uno de estos puntos.

1.3.1 Penetracion celular y retencion aumentada (EPR)

El término EPR fue acufiado por Matsumura y Maeda en 1986 [13]. En su trabajo, los
investigadores observaron que la proteina anticancerigena, neocarzinostatina conjugada a una
matriz polimérica presentaba mayor acumulacion en los tejidos tumorales que la
neocarzinostatina por si sola. Mediante la aplicacion de macromoléculas marcadas en ratones
portadores de tumores observaron que la concentracion de éstas era hasta 5 veces mayor en las
zonas tumorales que en la sangre en un periodo de entre 19 y 72 h [13]. Los autores afirman
que la acumulacién pasiva en los tumores de estas macromoléculas es debido a la fisiologia
anormal asociada a las masas tumorales: la hipervascularizacion fenestrada con permeabilidad
aumentada a las macromoléculas (o nanoparticulas) y la poca recuperacion a través de los vasos
sanguineos o los vasos linfaticos [58]. Posteriormente, se demostrd que otras proteinas
plasmaticas de mas de 40 kDa (equivalente a un didmetro de ca. 5-6 nm en el caso de una
proteina globular) son capaces de acumularse pasiva y diferencialmente en zonas tumorales
[59]. El efecto EPR puede ser demostrado en ratones con la inyeccion intravenosa del marcador
Azul Evans, el cual se une a la albimina plasmatica formando un complejo que demuestra la

acumulacion diferencial en las zonas tumorales [60], tal y como se muestra en la Figura 1.1.

Figura 1.1. Fotografia de un cancer
metastasico de pulmoén originado de 26
tumores de colon implantados en la piel
dorsal de un raton. El raton fue sacrificado
3 meses después del implante y 10 horas
antes de sacrificarlo, se inyectd por via
intravenosa una solucion de azul de Evans
(5%) para permitir que el efecto EPR se
hiciera visible. El complejo albimina - azul
de Evans (70 kDa o ca. 7.3 nm de diametro
hidrodinamico) se acumulaba
preferentemente en los nddulos tumorales
metastasicos, como en los tumores
primarios. Las flechas apuntan a los
nddulos tumorales metastasicos [61]
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Para que la acumulacién pasiva mediante el efecto EPR sea importante, se necesitan
diferentes requisitos. En primer lugar, las nanoparticulas deben permanecer en circulacion por
un tiempo superior a 6 horas [61,62]. Esto generalmente puede ser alcanzado mediante la
funcionalizacién de las nanoparticulas con polietilenglicol (PEG) [63]. Por otro lado, el
mecanismo también depende de que las particulas tengan un tamafo suficientemente pequefio
como para poder penetrar las membranas biologicas pero lo suficientemente grande como para
ser retenidas. Yuan y colaboradores [64] midieron la permeabilidad microvascular de varias
macromoléculas en el adenocarcinoma de colon humano LSI74T trasplantado en ratones con
inmunodeficiencia. Los resultados indicaron que el limite de tamafo (cut-off) del poro ronda
los 400-600 nm, dependiendo de propiedades fisicoquimicas como carga e hidrofobicidad de
las nanoparticulas. Respecto al tamafio minimo, Maeda y colaboradores [59] estiman que el
tamafio de la nanoparticula debe ser superior a 40 kDa para mostrar una retencion significativa
en la zona tumoral.

La extravasacion vascular también resulta altamente dependiente de la morfologia y del
tipo especifico de tumor. En la Figura 1.2 se muestran micrografias electronicas de barrido de
un epitelio vascular normal y dos epitelios asociados a distintos tumores. Como se puede
observar, los epitelios asociados a tumores presentan poros (fenestraciones) importantes y su
tamafio depende del tipo de tumor. Smith y colaboradores [65] estudiaron la capacidad de
extravasacion de quantum-dots (20-25nm) y nanotubos de carbon de pared simple (2-3 x 200
nm) en tumores implantados en orejas de raton. La superficie de ambos tipos de nanoparticulas
fue modificada por PEG para evitar diferencias de carga o quimica de la superficie y que los
resultados fueran unicamente debidos a la morfologia de las particulas. Los autores encontraron
que los quantum-dots esféricos son capaces de extravasar el endotelio de tumores LS174T,
mientras que los nanotubos cilindricos son capaces de extravasar en tumores US87MG.
Sorprendentemente, los autores no fueron capaces de ver extravasacion de los nanomateriales
en endotelio normal. Esto sugiere que la morfologia de las nanoparticulas puede ser un factor
determinante para penetrar ciertos tumores, mientras que los endotelios sanos son capaces de

evitar el trasvase de las nanoparticulas.
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Normal LS174T

Figura 1.2. Microscopia de exploracion por emision de tumores y vasos sanguineos
normales. Las imagenes SEM muestran poros en la vasculatura tumoral US7MG y LS174T
en el limite aparente entre las células endoteliales. No se observan poros en el limite de la
vasculatura de una oreja de raton sin tumor. Barras de escala: U§7MG (500 nm), Normal
(1 wm) y LS174T (1 um) [65].

Aunque el modelo de EPR se ha probado en roedores con grandes masas tumorales
inducidas [60,66], estos modelos difieren ampliamente en morfologia y fisiologia de los
posibles tumores en humanos y como consecuencia, aun se encuentra gran controversia
respecto al mismo [56,61,67]. En primer lugar, se han reportado tumores de hasta un 10% del
peso corporal en ratones. Si hacemos una analogia con un humano de 70 kg, el tumor tendria
el tamafio de un balén de baloncesto [68], cuando realmente tienen un tamafio entre los
milimetros y centimetros en el momento del diagnostico y tratamiento [69]. Semejantes masas
tumorales filtran una proporcion significativa de la dosis inyectada de un farmaco y actiian
como un depdsito para el mismo, acentuando la eficacia mientras mitigan la toxicidad. Sumado
a esto, el microambiente tumoral en humanos presenta diferencias fisioldgicas importantes en
comparacion con los tumores murino: (i) falta de fenestraciones en el endotelio tumoral para
el ingreso de nanoparticulas, (ii) heterogeneidad del flujo sanguineo a través de los tejidos, lo
que hace que las regiones se vuelvan 4cidas o hipoxicas [70], (iii) cobertura de pericitos mas
baja, (iv) membrana basal heterogénea y (v) densidad més alta y heterogénea de la matriz
extracelular. Esto conduce a un presion intersticial elevada y por ende que el principal
mecanismo de transporte de materia sea por difusion y no por transporte convectivo que es mas
eficiente [70,71].

Por estas razones, no es posible trasladar directamente los resultados obtenidos en roedores
a humanos, principalmente debido a que la penetracion celular depende de que las
nanoparticulas lleguen desde el punto de aplicacioén hasta la masa tumoral y sean capaces de

interaccionar con las células para ser internalizadas. Actualmente, se estan investigando
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diferentes métodos para aumentar el efecto EPR. Por ejemplo, Fang y colaboradores [72]
implementaron agentes capaces de generar selectivamente moléculas vasodilatadoras
(monodxido de carbono) en zonas tumorales, consiguiendo un aumento de la concentracion del
nanoportador de entre 2 y 3 veces mayor en estas, mientras que no se detecté un aumento en
tejidos sanos. Resultados similares se han conseguidos con nanoportadores capaces de liberar
oxido nitrico [73,74]. El aumento de la presion sanguinea resulta en un incremento de la presion
osmotica, lo que promueve la filtracion de las particulas hacia las zonas tumorales, por lo que
al coadministrar angiotensina Il con los nanoportadores se aprecia un incremento de la
trasvasacion y acumulacion en las zonas tumorales [75].

En contraste con la acumulacion pasiva de los nanoportadores de farmacos en las zonas
tumorales por el mecanismo EPR, se presenta el direccionamiento activo, el cual se basa en la
funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas con moléculas de reconocimiento como
anticuerpos [76,77] o ligandos [78,79] capaces de unirse especificamente a moléculas
sobreexpresadas en el sitio objetivo [80]. En la estrategia de direccionamiento activo, se pueden
distinguir dos objetivos celulares: (i) el direccionamiento a células cancerosas, que presentan
sobreexpresion de moléculas como transferrina, folato, receptor del factor de crecimiento
epidérmico o receptores de glucoproteinas y (ii) el direccionamiento al endotelio tumoral, que
cuentan con sobreexpresion de los factores de crecimiento endotelial vascular (del inglés,
VEGF), las integrinas avf33, la molécula de adhesion celular vascular-1 (del inglés, VCAM-1)
o las metaloproteinasas de matriz [67,81]. En algunos casos, ambos receptores se encuentran
sobreexpresados en las células y el endotelio canceroso y pueden ser explotados
simultaneamente [81]. Sumado a esto, el disefio de los sistemas de direccionamiento activo de
nanoportadores puede conllevar el acoplamiento de moléculas de reconocimiento como
receptores de superficie capaces de iniciar endocitosis, lo que aumentard la internalizacion
celular en contraste con la simple acumulacion [82]. Esto no solo aumentaria la eficacia
antitumoral de muchos farmacos, si no que podria ser utilizada para la entrega de material

genético [83].

1.3.2  Transporte de farmacos insolubles

La mayoria de los medicamentos de administracion oral solubles en agua y capaces de
penetrar membranas bioldgicas durante el paso del tracto gastrointestinal llegaran finalmente a
ser biodisponibles en el organismo. Por el contrario, los fdrmacos insolubles en agua
generalmente no estaran biodisponibles después de la ingestion oral al no poder disolverse y

atravesar la barrera gastrointestinal. En la misma linea, debido a la baja solubilidad, éstos no
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pueden ser administrados por via intravenosa y la administraciéon mediante via parenteral no
siempre resulta en un aumento de la biodisponibilidad [84]. Se estima que el 90% de los
farmacos en vias de desarrollo son insolubles en agua, mientras que tan solo el 40% de los
farmacos en el mercado comparten esta caracteristica [85]. Estas estadisticas podrian indicar
que una gran cantidad de farmacos en vias de desarrollo no encuentra su administracion a
pacientes debido a su baja solubilidad en agua. Esto no so6lo implica la merma del capital
invertido en investigacion y desarrollo, sino también las oportunidades de tratamiento perdidas.
El desarrollo de un farmaco en 2011 fue estimado entre 92 millones y 1800 millones de délares
[86] prolongéndose por un periodo de entre 11.4 y 13.5 afios en promedio [87]. A la luz de
estos numeros podemos ver que la baja solubilidad en agua representa un reto y una
oportunidad formidable para la nanotecnologia.

Existen tres factores que determinan la velocidad y el grado de absorcion de los farmacos
de administracion oral: (i) velocidad de disolucion, (ii) solubilidad y (iii) permeabilidad
intestinal, los cuales son agrupados segln el sistema de clasificacion biofarmacéutica (BCS, de

sus siglas en inglés Biopharmaceutical Classification System) en las categorias [88]:

Clase I: Alta Solubilidad - Alta Permeabilidad
Clase II: Baja Solubilidad - Alta Permeabilidad
Clase III: Alta Solubilidad - Baja Permeabilidad
Clase I'V: Baja Solubilidad - Baja Permeabilidad

El criterio establecido por el BCS clasifica un farmaco como soluble cuando es capaz de
disolver una dosis terapéutica entera en 250 mL de agua, siendo este volumen equivalente al
promedio de agua que encontraremos en el estomago [88].

Como se puede deducir, las posibilidades de introducir en el mercado un farmaco de la
clase I son substancialmente mayores que las del resto de categorias, sin embargo, una posible
solucion a estos problemas radica en el desarrollo de portadores de farmacos capaces de
transportar a los mismos en una dispersion coloidal estable y con particulas capaces de
atravesar membranas biologicas [89]. Como ejemplo, Atovaquone (Wellvone®) es una
medicacion antimicrobiana utilizada para el tratamiento de Prneumocystis carinii, leishmaniasis
y P. falciparum malaria, sin embargo, su baja solubilidad limita su absorcion. Mediante la
formulacion de una dispersion de nanoparticulas de este farmaco, se logré aumentar la
absorcion del 15 al 40% con una dosis de farmaco 3 veces menor [90]. Xie y colaboradores

[91] prepararon SFN cargadas con curcumina para aumentar la velocidad de disolucion del
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farmaco y la masa del mismo en dispersion. Resultados recientes de nuestro grupo de
investigacion revelan que las SFN son un excelente vehiculo para el transporte del farmaco
natural naringenina, con propiedades anticancerigenas [92], el cual presenta una baja
solubilidad en agua. Los resultados indican que este firmaco cargado en las nanoparticulas es
1.7 veces mas efectivo en reducir la viabilidad de células cancerigenas de cuello de tutero
(HeLa) que por si solo. Estos resultados pueden ser atribuidos a la baja solubilidad y lenta
disolucion de la naringenina libre, la cual al ser cargada en las SFN se mantiene estable en

dispersion, aumentando su penetracion celular y mejorando el perfil de disolucion.

1.3.3  Libracion controlada

Las nanoparticulas pueden ser utilizadas como reservorios de farmacos para su liberacion
controlada en el tiempo, lo que ofrece numerosas ventajas comparadas con la administracion
convencional de multiples dosis. Entre ellas, podemos destacar el aumento de la eficacia,
reduccion de la toxicidad y mejora en la cooperacion del paciente [93]. Las dos primeras
pueden ser considerada como el incremento de la actividad terapéutica en comparacion con la
intensidad de los efectos secundarios, mientras que la ultima ofrece la ventaja de reducir el
numero de aplicaciones necesarias durante el tratamiento.

La liberacion controlada es especialmente beneficiosa para aquellos medicamentos cuya
vida media en sangre es relativamente baja debido a una alta tasa de metabolizaciéon y
eliminacion por parte del organismo. Este efecto puede observarse en el esquema de la Figura
1.3, donde se representa la concentracion de un firmaco en sangre aplicado por un método
convencional (linea roja) frente a un sistema de liberacion controlada (linea azul). Como se
puede apreciar, el farmaco administrado de manera convencional se encuentra s6lo una
fraccion del tiempo en la zona considerada terapéutica, mientras fluctiia entre concentraciones
subterapéuticas y por encima del nivel méximo tolerable. El sistema de liberacion controlado,
por otro lado, si bien tarda mas tiempo en alcanzar la ventana de concentracion terapéutica, se
mantiene estable dentro de ella. El objetivo del sistema es igualar la tasa de eliminacion con la
de liberacion en la zona de concentracion terapéutica. En la clinica, esto se traduce en una
inmensidad de beneficios, por ejemplo, en el caso de la administracion de analgésicos, se podria
evitar que la concentracion baje a niveles subterapéuticos y por ende que el paciente sienta
dolor. Esto es trasladable a otra gran cantidad de farmacos incluidos antinflamatorios,

antibidticos, anestesias, hormonas, quimioterapéuticos, etc.
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Figura 1.3. Esquema de la

Nivel maximo tolerable ., ,
concentracion sanguinea de un
farmaco después de multiples

/‘ administraciones como inyeccion

convencional (linea roja) y como

sistema de liberaciéon controlada
I (linea azul).

Nivel subterapéutica

Tiempo

Concentracion de
farmaco en plasma

Existen diferentes mecanismos por los cuales las nanoparticulas poliméricas pueden
permitir una liberacién de farmaco controlada. Por una parte, la liberacion puede ser retrasada
mediante la utilizacién de un polimero soluble en agua como matriz, cuya velocidad de
disolucidn sea lenta y a consecuencia de ello libere el farmaco a la velocidad de disolucion de
¢éste. En el caso de polimeros insolubles, los mismos pueden actuar como barrera de difusion,
ralentizando la liberacion del farmaco desde el interior de la nanoparticula hacia el medio. La
liberacion también puede ser controlada por un flujo osmoético generado por una membrana
semipermeable, la cual es en si misma el nanosistema, como es el caso de los liposomas. Por
ultimo, se podria conseguir un sistema de liberacion que responda a estimulos internos o
externos, lo cual seria de gran utilidad, por ejemplo, en pacientes diabéticos en los que el
nanosistema liberaria insulina bajo demanda de la concentracion de glucosa en sangre [94].
Volpatti y colaboradores [95] han conseguido sintetizar nanoparticulas cuya liberacion de
insulina es sensible a los niveles de glucosa mediante la adicion de glucosa oxidasa y catalasa
en las mismas. Estos investigadores demostraron que una sola inyeccion subcutdnea
proporciona 16 h de control glucémico en ratones diabéticos. Cheng y colaboradores [96]
desarrollaron SFN capaces de cargar el farmaco antitumoral paclitaxel (3%) y liberarlo

sostenidamente durante 14 dias.

1.4. Diseiio de las nanoparticulas

Desde el punto de aplicacion hasta el lugar de accion, las nanoparticulas se enfrentan a una
gran cantidad de desafios. En primer lugar, son diluidas en aproximadamente 5 L de sangre
que circula a 5 L/min por el sistema circulatorio de unos 10° km de largo, donde la velocidad
en vaso sanguineo y arterias puede encontrarse entre los 1.5-33 cm/s [97] dificultando la

interaccion entre nanoparticulas y el tejido objetivo. Los fluidos intersticiales, presentan una
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velocidad mucho mas reducida, de apenas unos pum/s, donde las interacciones se verian
favorecidas. Sin embargo, llegar a ellos significa atravesar barreras biologicas, lo cual no es
una tarea sencilla. Por ltimo, a todo lo anterior se le afiade que cuando las nanoparticulas
entran en el organismo son tratadas hostilmente por el sistema inmunitario. Por estos motivos,
se aplican diferentes principios de disefio a las nanoparticulas para intentar sortear diferentes
obstaculos dependiendo de la aplicacion final de las mismas.

Como se ha mencionado anteriormente, tan pronto como las nanoparticulas entran al
organismo, se encuentran expuestas al sistema de fagocitos mononucleares que consiste en un
sistema de células fagociticas, predominantemente macréfagos residentes en el bazo, los
ganglios linfaticos y el higado, que secuestran las nanoparticulas inmediatamente después de
su administracion [98]. Este proceso comienza con la opsonizacion de las nanoparticulas
basado en la adsorcion de proteinas plasmaticas, incluyendo albumina, proteinas del sistema
complementario, receptores de reconocimiento de patrones e inmunoglobulinas. Este proceso
es relativamente rapido y puede ocurrir en periodos de tiempo tan cortos como 30 segundos
[99]. Esta "funcionalizacion natural” es conocida como la formacion de la corona de proteinas
y claramente puede alterar la funcion o el destino de las nanoparticulas al perturbar diferentes
parametros como tamafio, carga y quimica de la superficie, asi como la hidrofobicidad. Esta
corona de proteinas puede incluso enmascarar los receptores o ligandos unidos a las
nanoparticulas [100].

Se han desarrollado diferentes estrategias de disefio para evitar la opsonizacion y posterior
eliminacion por el sistema inmunitario. Dicha evasion del sistema inmunitario intenta aumentar
el tiempo de circulacion de las nanoparticulas en el organismo y consecuentemente aumentar
las posibilidades de que encuentre el tejido objetivo mientras circulan por el torrente sanguineo.
Una de las estrategias mas faciles y directas es la PEGilacion, basada en la funcionalizacion de
moléculas de polietilenglicol (PEG) en la superficie de las nanoparticulas donde las unidades
de polimero forman asociaciones muy fuertes con las moléculas de agua generando una capa
de hidratacion y una barrera estérica a la opsonizacioén [101,102]. Una estrategia alternativa
puede ser la de funcionalizar las nanoparticulas con sefales endogenas normalmente presentes
en células sanas. Rodriguez y colaboradores [103] han funcionalizado particulas viricas con la
proteina de membrana CD47, la cual actia como una sefial de "no fagocitacion™ [104]
consiguiendo prolongar el tiempo de circulacion. Otra estrategia similar a la anterior es
biomimetizar las particulas con membranas celulares naturales [105,106]. Otra via para
aumentar el tiempo de circulacion es la propuesta por Nikitin y colaboradores [107], basada en

una leve y transitoria supresion del sistema de fagocitos mononucleares mediante la
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administracion de anticuerpos anti-eritrocitos. Los investigadores lograron aumentar la vida
media en circulacion de diferentes nanosistemas hasta 32 veces a través de la supresion de ca.
5% de los hematocritos.

La SF presenta propiedades tinicas de baja respuesta inmunoldgica, lo que le permite evadir
el sistema inmunitario. Esto puede ser ejemplificado con el estudio de Catto y colaboradores
[108], quienes implantaron matrices tubulares basadas en SF en ratones, detectando pocos
macrofagos marcados con anticuerpos anti-ED1, indicando una respuesta inflamatoria baja. La
ausencia de reclutamiento de linfocitos T (anticuerpos anti-CD4) demostrd que no hubo una
respuesta inmunologica mediada por células. Recientemente, bajo un disefio de vanguardia,
Tan y colaboradores [109] han disefiado un nanosistema de liberacion de doxorrubicina
utilizando la SF como caballo de Troya. Los investigadores sintetizaron nanoparticulas de
carbonato de calcio amorfo cargadas con el firmaco y las recubrieron con SF. Esta previene la
liberacion prematura de la doxorrubicina y ayuda a evadir el sistema inmunitario. Gracias al
mecanismo EPR, las nanoparticulas son acumuladas en los tejidos cancerosos y finalmente
internalizadas por los lisosomas. El pH 4cido de estos ultimos promueve la generacion de CO»
a partir del carbonato calcico resultando en el estallido del lisosoma por la expansion del gas y
la liberacion de la doxorrubicina en el interior de la célula blanco. Los resultados en ratones
revelaron que las nanoparticulas recubiertas con SF son mas efectivas para reducir la masa
tumoral y prevenir efectos secundarios en los ratones con respecto a la doxorrubicina libre o
las nanoparticulas de carbonato célcico sin recubrimiento. Sumado a esto, las pruebas de
inmunotoxicidad indicaron que las nanoparticulas no iniciaron una respuesta inmune al no
aumentar la cantidad de células T (CD4" y CD8") ni IgM, IgG o IgA respecto al grupo control.
Mas informacion sobre la liberacion de farmacos intracelular puede encontrase en la revision

de Fenghua y colaboradores [110].

1.5. Vias de administracion de nanoparticulas

Las SFN han demostrado ser extremadamente versatiles para el transporte de compuestos
terapéuticos como pequefios farmacos hasta proteinas y moléculas de ADN [111]. La
funcionalidad de estos compuestos se encuentra en estrecha relacion con la via de
administracion. Por ejemplo, las nanoparticulas pueden ser inyectadas en el torrente sanguineo
y hacer uso del efecto EPR para su acumulacion pasiva en tumores metastasicos o pueden ser
inyectadas directamente en la masa tumoral [112]. Por otro lado, las mismas pueden ser

aplicadas topicamente para el tratamiento de cancer de piel [113] y de manera similar para
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tratamientos pulmonares [114,115]. Las SFN se han utilizado en una amplia variedad de vias
de administracion [55]. En aras de simplicidad, se mencionara so6lo las principales rutas de
administracion: Parenteral, oral, transdérmico y pulmonar, y se citaran algunos de los estudios
que abordan la utilizacion de SFN para estas diferentes vias de administracién como prueba de

concepto.

1.5.1 Parenteral

Las formas de dosificacion parenteral estan referidas a la administraciéon como inyeccion,
la cual puede ser subdividida en intravenosa (en una vena), intramuscular (en el musculo),
subcutanea (debajo de la piel) o intradermal (en la piel). La administracion parenteral actia
mas rapidamente que la administracion topica o enteral, y el inicio de la accion ocurre a menudo
en un rango de segundos a minutos. Esencialmente, la biodisponibilidad del fairmaco inyectado
es del 100% y su distribucion es sistémica, lo que significa que potencialmente es capaz de
llegar a todo el organismo. Este ultimo concepto emparejado con el efecto EPR como se
menciond anteriormente es de especial interés para el tratamiento de masas tumorales. Por
ejemplo, ZhuGe y colaboradores [116], prepararon SFN con su superficie funcionalizada por
proantocianidinas y cargadas con verde de indocianina. La indocianina es capaz de absorber
luz infrarroja cercana (650-900 nm) y producir un efecto térmico tanto in vitro como in vivo.
Este compuesto fototérmico estd aprobado por la FDA y puede ser utilizado para matar células
por fototermolisis. Para probar su funcionalidad, los investigadores inyectaron las
nanoparticulas cargadas por via intravenosa a ratones portadores de glioma C6. El estudio
farmacocinético mostrd que las nanoparticulas lograron llegar a los gliomas después de la
administracion intravenosa in vivo, mientras que el estudio farmacoldgico demostré una
inhibicion del crecimiento tumoral después de irradiacion con luz infrarroja cercana. Por otro
lado, las nanoparticulas también ofrecen un control de liberacion temporal. Recientemente, en
otro estudio, Zhan y colaboradores [117] administraron Celastrol cargado en SFN a ratas por
via intravenosa. Los resultados demostraron que la nanoencapsulacion del farmaco produjo un
aumento del tiempo de exposicion total al farmaco, al incrementar su tiempo de residencia y

reducir su metabolizacion.

1.5.2 Oral
La administracién oral es la via mas comun y probablemente la preferida por los pacientes
a la hora de recibir medicamentos. Sin embargo, las formulaciones convencionales, como

comprimidos y cépsulas, pueden liberar los fArmacos de forma rdpida y poco controlada, lo
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que puede resultar en la degradacion y alteracion del farmaco debido al entorno del tracto
gastrointestinal (variaciones del pH y la presencia de enzimas digestivas y microbiota).
Ademas, el mecanismo comun de absorcion de farmacos a través del tracto gastrointestinal es
la difusion pasiva. En consecuencia, la mayor parte de la dosis inicial no se absorbe, sino que
es metabolizada y excretada. Las SFN poseen caracteristicas favorables para superar los
problemas mencionados y convertirse en candidatas de interés para la administracion oral de
compuestos terapéuticos. Debido a su capacidad mucoadhesiva, las SFN pueden adherirse
firmemente a la mucosa gastrointestinal o a las células epiteliales intestinales (células M
linfaticas de Peyer), seguidas de la internalizacion celular a través de endocitosis [118]. Por
tanto, los farmacos encapsulados pueden entrar en el torrente sanguineo de forma eficaz e
intacta. Zhan y colaboradores [117] lograron mas que duplicar la biodisponibilidad absoluta de
Celastrol del 3.14% al 7.56%, al cargar el farmaco en SFN y administrarlo oralmente a

roedores.

1.5.3  Pulmonar

El pulmoén es un objetivo potencial para la administraciéon de farmacos tanto para
tratamientos locales como sistémicos. Localmente, se pueden tratar enfermedades pulmonares
y respiratorias (ejemplo: cancer pulmonar, tuberculosis) con una dosis reducida y menores
efectos secundarios en comparacion con las formas de dosificacion convencionales. A nivel
sistémico, debido a la gran superficie del pulmoén, el farmaco puede absorberse répida y
eficazmente sin ser degradado por el metabolismo de primer paso como en la administracion
oral [119]. En 2015, Kim y colaboradores [114] prepararon microparticulas de SF cargadas con
cisplatino para el tratamiento de cancer pulmonar. Las particulas mostraron compatibilidad con
la linea celular de adenocarcinoma epiteliales basales alveolares humanas (A549). Los
resultados indican que el cisplatino cargado en las particulas aumenta la citotoxicidad respecto
al farmaco aplicado por si solo. Los investigadores concluyeron que las particulas muestran un
alto rendimiento de aerosolizacion a través de la medicion de la deposicion pulmonar in vitro,

que esta al nivel de los inhaladores de polvo seco disponibles en el mercado.

1.5.4 Transdérmico
La administracion transdérmica de fAirmacos mejora su biodisponibilidad y es capaz de
tratamiento sistémico y local como en la aplicacion pulmonar. Takeuchi y colaboradores [120]

evaluaron la permeabilidad de nanoparticulas de 40nm de SF a través de la piel in vivo
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utilizando ratones y demostraron que las particulas son capaces de llegar a la dermis en 6 horas

ademas del estrato corneo, los foliculos pilosos y la epidermis que los rodea.

1.6. Eliminacion de nanoparticulas

El uso de nanoparticulas en humanos eleva grandes dudas sobre la seguridad y la capacidad
de eliminacion de éstas. Si la eliminacion es muy rapida, las nanoparticulas no residiran el
tiempo necesario como para cumplir su funcion. Por el contrario, si la retencion es muy elevada,
la concentracion de nanoparticulas puede aumentar hasta el punto de convertirse en perjudicial.
Por consiguiente, una pregunta relevante en el uso de nanoparticulas en humanos es ;coémo
estos sistemas bioldgicos son capaces de eliminar las nanoparticulas una vez cumplidas sus
funciones? Las propiedades de las nanoparticulas que afectan a su eliminacion se basan
principalmente en el tamafio, forma, composicion, carga y quimica superficial. Estos aspectos
se discutirdn brevemente dentro de las dos principales vias de eliminacion (i) renal y (ii)

eliminacion hepatica para obtener una vision global del proceso.

1.6.1 Eliminacion renal

Los rifiones tienen la potencialidad de una rapida eliminacién de particulas del sistema
vascular sin la necesidad de descomposicion. La eliminacion renal involucra los mecanismos
de filtracion glomerular y secrecion tubular para finalizar en la excrecion urinaria [121]. Las
nanoparticulas llegan a las nefronas mediante la arteriola aferente, donde se encuentran con
tres barreras endoteliales: el endotelio fenestrado; la membrana basal glomerular altamente
cargada negativamente; y extensiones de podocitos de células epiteliales glomerulares. El
epitelio fenestrado presenta poros con un diametro fisioldgico funcional de entre 9 y 10 nm, y
unos pocos (ca. 1%) poros de 15 a 23 nm de didmetro [122], lo que significa que las
nanoparticulas con didmetros menores a 10 nm pueden difundir libremente
independientemente de su carga. La segunda barrera presentada por la membrana basal
glomerular filtra particulas entre 6 y 8 nm dependiendo de las interacciones electrostaticas entre
la nanoparticula y la membrana [123]. De esta manera, las nanoparticulas con baja carga o
cargadas positivamente pueden difundir con mayor libertad. Después de la filtracion
glomerular, las nanoparticulas entran al lumen de la cdpsula de Bowman, donde pueden ser
reabsorbidas. Debido a que el epitelio del tubo proximal esta cargado negativamente, las

nanoparticulas con carga positiva pueden ser mas facilmente reabsorbidas.
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Choi y colaboradores [124] administraron quantum-dots (nanoparticulas inorgénicas) via
intravenosa a roedores para estudiar su eliminacion renal. Los resultados indican que particulas
con un didmetro hidrodindmico menor a 5.5 nm presentan eliminacion rapida y el incremento
de este didmetro es inversamente proporcional al tiempo de retencion de los quantum-dots en

el organismo.

1.6.2  Eliminacion hepatica y el sistema reticulo endotelial

Aquellas nanoparticulas que son demasiado grandes para ser excretadas por el sistema renal
deben ser eliminadas por el sistema hepatobiliar. En 1924 Karl Albert Ludwig Aschoff acui6
el término de sistema reticuloendotelial (RES) para describir un sistema funcional celular
ampliamente distribuido en el organismo, compuesto de macrofagos sésiles y circulantes de
origen mesenquimatoso. Estas células tienen una marcada capacidad fagocitica hacia materia
particulada. Los macréfagos almacenados en el RES pueden ser encontrados en el sistema
nervioso central (microglia), en el bazo, nodos linfaticos, amigdalas, en la médula dsea (células
reticulares) y particularmente en el higado (90% del total de macréfagos) [125]. Las estructuras
exogenas son sometidas a una fagocitosis muy intensiva por el RES al igual que las proteinas
extraflas de mayor peso molecular. El flujo sanguineo total debe pasar por el higado,
convirtiéndolo en un 6rgano central para controlar la sangre en busca de sustancias endogenas,
extrafas y particulas que deben eliminarse por razones fisiologicas. Para poder desempeniar sus
funciones, las células del RES poseen habilidades especiales como: fagocitosis, pinocitosis,
liberacion de sustancias sefial (citoquinas, eicosanoides) y eliminacién de endotoxinas, entre
otras [125]. Ademas, éstas estdn equipadas con numerosos poros de varios diametros,
dependiendo de sus diferentes funciones, lo que les otorga la capacidad de filtrar moléculas y
particulas mas grandes, manteniéndolas alejadas del parénquima hepatico. Las células de
Kupffer y del seno endotelial se encuentran en una posicion privilegiada para fagocitar
cualquier coloide extrano para el organismo. Para este proposito, las células de Kupffer estan
equipadas con superficies ramificadas y ciliadas que actian como mecanicos de captura.
Ademas, poseen receptores especificos para los componentes de carbohidratos, asi como para
la regiéon Fc de la IgG y para el complemento C; permitiéndoles diferenciar la materia
opsonizada. También poseen enzimas lisosomales, aunque en cantidades mucho mas bajas que
las células endoteliales sinusales.

Poon y colaboradores [126], proponen un algoritmo para inferir como las nanoparticulas
pueden ser eliminadas in vivo (Figura 1.4). La mayoria de las nanoparticulas con didmetros

menores al limite de tamafio de filtracion glomerular (~5.5 nm) son eliminadas por los rifiones
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y salen del cuerpo a través de la orina [124] aunque también se observa eliminacién fecal de
pequeiias nanoparticulas [126]. Los nanoportadores o nanoparticulas biodegradables de mas de
5.5 nm pueden descomponerse [127,128] o metabolizarse [129] y pueden volver a la
circulacion sistémica. La mayoria de las nanoparticulas no biodegradables de mas de 5.5 nm
quedan retenidas a largo plazo en las células de Kupffer [130]. Si las nanoparticulas pueden
evadir las células de Kupffer o si las células de Kupffer estan incapacitadas, las nanoparticulas
pueden sufrir eliminacion hepatobiliar. Similar al limite de tamaiio de filtracion glomerular, los
autores proponen que hay un limite de tamafio de filtracion en los endotelios sinusoidales
hepaticos. Las nanoparticulas mas grandes que el tamafio de las fenestras de los endotelios
sinusoidales del higado tienen acceso restringido a los hepatocitos, mientras que las
nanoparticulas mas pequefas tienen mejor acceso a través de las fenestras para entrar en el
espacio perisinusoidal. En general, las nanoparticulas deben escapar de estas barreras
establecidas por las células no parenquimatosas del higado antes de que tengan el potencial de
entrar al espacio de perisinusoidal e interactuar con los hepatocitos para su eliminaciéon. Una
vez que las nanoparticulas interactian con éxito con ellos, pueden transitar para ingresar a los
conductos biliares. Finalmente, las nanoparticulas ingresan al intestino y son eliminadas del

cuerpo a través de las heces.

Nanoparticulas

Administracidn Intravenosa l

Sangre
(Circulacién sistémica)

Eliminacion l
Renal

Menos de 5.5 nm . ;
C Rifiones Tamafio de particula?

Puede ser
Metabolizada?

No

Eliminacion ;

. Puede evitar
- Células de Kupff
Hepatohiliar las células de Kupffer?
Espacio perisinusoidal L 5i
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iPuede salirdel endotelio

i i i ?
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o
Degradacién
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Figura 1.4. Diagrama de flujo para la eliminacion de las nanoparticulas in vivo [126].
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1.7. La seda como biomaterial

La seda es un material ancestral utilizado desde el 2.450 AC [131] para la confeccion de
tejidos. Después de haber sido un motor economico de varios imperios y acufiar el nombre a la
ruta comercial que unia Asia, Europa y Africa, la seda sufri6 una debacle a mediados del siglo
XIX al introducirse los polimeros sintéticos derivados de los hidrocarburos, mucho mas
econdmicos. Sin embargo, en la actualidad, motivados por su biocompatibilidad y excelentes
propiedades mecanicas, investigadores de todo el mundo intentan producir biomateriales
basados en este biopolimero para diversidad de aplicaciones biomédicas, entre los cuales
destacan, peliculas con rugosidades superficiales que aumentan la adhesion celular, estructuras
3D para implantes 6seos, hidrogeles para proteccion de heridas y nanoparticulas para la
distribucion de farmacos como ya se ha mencionado, entre otros [132—135].

Probablemente, la SF recibe una gran atencidn por parte del publico general debido a sus
propiedades mecanicas, por lo que se dedicard un breve espacio a comparar las mismas con
otras fibras naturales y materiales de ingenieria. En la Tabla 1.1 se recogen valores de tension
a la rotura, elasticidad y porcentaje de deformacion nominal a la rotura de la SF junto con los
valores de otros biomateriales y materiales sintéticos. Excluyendo los biomateriales
mineralizados (huesos), las fibras de Kevlar y carbono, la SF de B. mori junto con la seda de
araia de N. clavipes son los biomateriales con mayor tension a la rotura. Si bien la lista de
biomateriales esta incompleta, es justo decir que las fibroinas se encuentran entre los
biomateriales poliméricos mds resistentes (deformacion a la rotura) y fuertes (tension a la
rotura) que se conocen. Ahora bien, la tension a la rotura de la SF esta muy por debajo de la
del Kevlar y fibra de carbono, materiales de ingenieria que se emplean cominmente para
transmitir y soportar fuerzas de traccidon. A primera vista, podriamos interpretar esta
informacion como una indicacion de que la fibroina es superior a otros biomateriales, como el
coladgeno, pero no tan "buena" como el Kevlar y las fibras de carbono. Sin embargo, esta
interpretacion estd basada en el supuesto de que "bueno" significa rigido y fuerte. Observando
detenidamente la Tabla 1.1, puede comprobarse que la SF es bastante extensible, presentando
una deformacion méaxima de aproximadamente 18 %, mientras que los materiales de ingenieria
fallan en deformaciones del orden de 1-3%. La gran extensibilidad de la fibroina hace que la

misma sea mas resistente que los materiales de ingenieria.
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Tabla 1.1. Comparacion de las propiedades mecéanicas de distintas fibras naturales y
sintéticas utilizadas cominmente en la actualidad. Adaptada de [135].

%
Material Tension a la rotura  Elasticidad deformacion Ref
(MPa) (GPa) nominal a la )
rotura
Seda B. Mori 500 5-12 19 [136]
(c/sericina)
Fibroina de seda B. 610-690 15-17 4-16 [136]
mori
Seda de arafa . 875-972 11-13 17-18 [137]
clavipes
Colageno® 0.9-7.4 0.0018-0.046 24-68 [138]
Colageno ® 42-72 0.4-0.8 12-16 [138]
PLA® 28-50 1.2-3.0 2-6 [139]
Tendon
(mayoritariamente 150 1.5 12 [140]
colageno)

Hueso 160 20 3 [140]
Kevlar (49 fibras) 3600 130 2.7 [140]
Fibra de carbono 4000 300 1.3 [140]
Caucho sintético 50 0.001 850 [140]

* Fibras extruidas de colageno tipo I de cola de rata ensayadas después de estirar desde 0% a 50%.

® Colégeno de cola de rata entrecruzado y testado después de estirarlo de 0% a 50%.

¢ Acido polilactico con pesos moleculares que oscilan entre 50.000 y 300.000 unidades.

Es especialmente notable que los gusanos de seda pueden producir fibras fuertes y rigidas
a temperatura ambiente y a partir de una solucidén acuosa, mientras que los materiales sintéticos
con propiedades comparables deben procesarse a elevadas temperaturas altas y/o con
disolventes menos benignos. Ademas, las fibras de polimeros sintéticos normalmente requieren
un estiramiento posterior al hilado para garantizar el grado necesario de orientacion molecular
en su estructura [141]. En cambio, esto no es necesario en el proceso natural de hilado de la
seda. Esto se debe a su impresionante secuencia aminoacidica que da lugar a una extraordinaria

estructura secundaria polimorfica que se estudiard a continuacion.

1.8. Estructura de la seda

La seda es un biopolimero proteico sintetizado por una gran variedad de lepidopteros y
aracnidos en glandulas especializadas. Sin embargo, es importante remarcar que este trabajo se
centra en la SF proveniente del gusano de seda Bombyx mori de la familia Bombycidae,

alimentado tinicamente a base de hojas de morera (Morus alba L). Esto es importante debido a
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que la secuencia aminoacidica varia de especie en especie y con ella sus propiedades mecanicas
y fisicoquimicas, las cuales pueden tener grandes implicaciones en diferentes aplicaciones.
Las proteinas de la seda son sintetizadas en una glandula que se extiende por el abdomen
del gusano, como se ilustra en la Figura 1.5, y se divide en tres secciones, posterior, media y
anterior, tal y como se ilustra en la Figura 1.6. Las células que recubren la glandula posterior
secretan la SF, alcanzando una concentracion aproximada del 12% en peso. En este momento,
la proteina se encuentra en un estado soluble en agua [142], con una estructura secundaria
parcialmente ordenada compuesta por estructuras irregulares y giros B tipo II [143],
comunmente conocida como silk 1. Esta proteina es empujada a la glandula media, donde las
células que recubren el lumen secretan las sericinas junto con otros flavonoides (asimilados
por los gusanos en la dieta) [144]. La SF y la sericina se concentran al 25% en peso y son
impulsadas hacia la glandula anterior donde experimentan gradientes de pH (mantenido a
través de la secrecion de anhidrasa carbonica por las células) y de fuerza idnica. Estos factores
contribuyen a la elongacion de la SF (en este punto, 30% en peso) en dos filamentos delgados
y promueven la cristalizacion de dominios repetitivos. Por ultimo, durante el proceso de hilado,
la solucidn proteica no newtoniana es sometida a cristalizacion inducida por cambios en el pH
y fuerza i6nica a lo largo de la glandula [145] y por el esfuerzo cortante que genera un frente
de presion que se opone al flujo, generando un gradiente de velocidad desde la entrada (0.334
mm/s) hasta la salida (13.8 mm/s) del 6rgano hilador [146]. Durante todo el proceso, la SF
inicialmente secretada con una estructura parcialmente ordenada (si/k I) sufre una transicion a
una compuesta mayoritariamente (58%) [147] por laminas B antiparalelas, adoptando una

estructura cristalina e insoluble conocida como silk 11 [148,149].

Figura 1.5. Anatomia del gusano de
seda Bombyx mori [150].

Tubo digestive Glandulas
sedosas

Hilera
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Figura 1.6. Esquema de la glandula de

seda [151]

Fillipi's gland

Anterior
silk gland

Middle
silk gland

Posterior
silk gland

Para entender las formidables propiedades de este biopolimero se debe estudiar su
estructura en detalle. Un capullo de seda estd compuesto de una Unica fibra de seda de entre
1000 y 1500 m de longitud con un didmetro de entre 10 y 25 pm [152]. Dicha fibra esta
compuesta por un nucleo de dos filamentos de fibroina, cada uno de aproximadamente 10 pm
recubiertos por una capa de sericinas que mantienen a las fibras unidas, tal como se ilustra en
la Figura 1.7 izquierda, aportandole una mayor resistencia al conjunto de la fibra. A su vez, las
fibras de fibroina estan compuestas por nanofibrillas enrolladas de entre 20 y 25 nm lo que le

aporta una mayor resistencia a la tension [153] (Figura 1.7, derecha).

Fine structure of B-sheet

Region of amorphous chains - _ _ _ nﬂ nanocrystals with Hydrogen
Crystalline region = = . _/ m“ &ﬂ‘ Rowlne MR
g T— W \

Silkworm

thread
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Sericin coating random-coil (Silk 1)

Figura 1.7. Izquierda, Imagen de microscopio electronico de barrido (aumento de 2.000x)
de una fibra de seda, que contiene dos fibras de fibroina recubiertas por sericina [134].
Derecha, representacion esquematica de la estructura de la SF. Los recuadros muestran la
estructura general de las fibrillas y la alineacion de las laminas f antiparalela [154].

La SF, representa aproximadamente un 75% del peso del capullo y es una proteina lineal e
insoluble en agua con una alta resistencia tensil. Por otro lado, la sericina, que representa
aproximadamente un 25% del peso del capullo, es una proteina globular, soluble en agua cuya

funcién es mantener las fibras de fibroina unidas [155]. La SF estd constituida por tres
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componentes, una cadena pesada (391 kDa) y una cadena ligera (26 kDa) unidas por un puente
disulfuro y una glicoproteina P25 (25-30 kDa) la cual se compleja con las cadenas pesada y
ligera en una relacion molar 6:6:1 para dar lugar a una mega estructura de 6.3 MDa [156]. En
la Figura 1.8 se representa esquematicamente la estructura primaria de la cadena pesada de la
SF. Esta cadena esta compuesta por 5.263 aminoacidos divididos en dominios N- y C-terminal,
ambos hidrofilicos y 12 dominios hidrofobicos flanqueados por 11 dominios cortos e
hidrofilicos. Los dominios hidrofobicos contienen secuencias altamente conservadas y
repetitivas del tipo GAGAGS, GAGAGY y GAGAGVGY que forman las estructuras de
lamina 3 que, ademads, son empaquetados en zonas cristalinas [145]. El 86% de los aminoacidos
de la cadena pesada de la SF son Glicina (45%), Alanina (29%) y Serina (12%) [157], los
cuales, en su mayoria se encuentran en las regiones hidrofobicas y altamente repetitivas. El
gran sesgo que presenta la secuencia primaria de la fibroina hacia aminoacidos con residuos
poco voluminosos como Glicina y Alanina promueve la formacion de ldminas 3 antiparalelas,

que se empaquetan mayoritariamente en las zonas cristalinas.

A N-terminus C-terminus

S
B N o [ A S )@

Heavy chain Light chain
Repetitive motifs
I. GAGAGS Repetitive domain
Il. GAGAGY or GAGYGA or GAGAGVGY
I1l. GAGAGSGAAS

—~— Linker
IV. TGSSGFGPYVANGGYSGYEYAWSSESDFGT

B Liquid silk (Silk I) Silk fiber (Silk II)
3 ¥
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Figura 1.8. Organizacion de la secuencia aminoacidica dentro de la SF. A) En verde y
magenta, se presenta los dominios N- y C-terminal, respectivamente. Las secuencias
repetitivas del tipo GAGAGS que dan lugar a los dominios cristalinos de la SF son
representados con cilindros naranjas y en azul, las secuencias hidrofilicas que flanquean
las regiones cristalinas. B) Esquema representando la transicion de seda soluble en agua
(silk I) a fibras de seda cristalinas después del proceso de biohilado. En la fibra de seda se
representan las regiones amorfas (44%) y las regiones cristalinas ricas en laminas 3

antiparalela (56%) [158].

33



Capitulo 1

La estructura secundaria de la SF contiene un total aproximado de 58% de ldmina  [147],
de la cual aproximadamente el 33% corresponde a ldminas [ antiparalelas organizadas en
estructuras cristalinas. Las fibras de fibroina son generalmente descritas como una matriz de
estructuras desordenadas con cristales de lamina B incrustados en ella [158], tal y como se
representa en la Figura 1.8B. La red de enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares aportan
la fuerza y la resistencia a latension al biopolimero, mientras que las regiones amorfas, aportan
la flexibilidad y elasticidad [159]. En la bibliografia, existe una gran variabilidad en los
tamanos reportados para estos cristales [160—163]. Para ilustrar el tamafo de éstos, se puede
hacer referencia a las medidas de difraccion de rayos-X y microscopia electronica de
transmision de bajo voltaje realizadas por Drummy y colaboradores [160]. Estas técnicas han
determinado que los cristales dentro de las fibras de fibroina tienen unas dimensiones de 21 x
6 x 2 nm y su eje mayor se encuentra alineado paralelamente con el eje de las fibras.

La estructura secundaria de la SF con conformacion silk Il es extremadamente estable
gracias al gran nimero de enlaces de hidrogeno lo que la vuelve insoluble en la mayoria de los
disolventes, incluyendo en condiciones 4cidas y alcalinas moderadas. Como el contenido de
grupos acidos y basicos es bajo en la SF, el factor electrostatico no es decisivo en la formacion
de la estructura secundaria, sin embargo, puede ser decisivo en la disolucion de la SF. Los
métodos de sintesis que implican la disolucion de la SF se encuentran recogidos en el Capitulo
2 de esta Tesis Doctoral. La estructura secundaria de la SF no so6lo es relevante en el proceso
de sintesis de biomateriales debido a la necesidad de su disolucion, sino también por su
influencia en las propiedades mecanicas y fisicoquimicas de los biomateriales resultantes. Por
ejemplo, Wang y colaboradores [164] prepararon micro y nanoparticulas de SF y
polivinilpirrolidona para la liberacion controlada de farmacos y concluyeron que los perfiles
de liberacion pueden ser ajustados mediante la modulacion de la cantidad de laminas 3 en la
estructura secundaria de la SF. La estructura de la SF sera estudiada con mas detalle en el

Capitulo 4.

1.9. Biocompatibilidad

La SF es un material atractivo para numerosas aplicaciones biomédicas, ya que, debido a
sus propiedades mecanicas y fisicoquimicas, abarcanaplicaciones tales como la administracion
de farmacos, la ingenieria de tejidos y dispositivos implantables. Sin embargo, ademas de las
funcionalidades necesarias para aplicaciones especificas, un factor clave necesario para el éxito

clinico de cualquier biomaterial son las interacciones apropiadas con el cuerpo in vivo o
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biocompatibilidad. Dentro de las cuales puede destacarse (i) la respuesta inmunitaria e

inflamatoria y (ii) la biodegradabilidad.

1.9.1 Respuesta inmunitaria e inflamatoria

Tal y como ya se ha mencionado, la fibra de seda se compone esencialmente de dos
proteinas, fibroina y sericina. Mientras la SF es altamente biocompatible [132,133,165] con
una baja respuesta inmunologica [108,166], la sericina puede presentar reacciones alérgicas
adversas no desecadas [167,168]. Por este motivo, normalmente se elimina mediante distintos
procedimientos, conocidos como desgomado [169]. Segin el formato del material y la
ubicacion de la implantacion, la SF puede inducir una respuesta inflamatoria leve que
disminuye a las pocas horas/dias de la implantacion [170]. La respuesta implica el
reclutamiento y la activacion de macrofagos y puede incluir la activacion de una respuesta de
cuerpo extrafio leve con la formacion de células gigantes multinucleadas, nuevamente, segin
el formato del material y la ubicacion de la implantacion [166]. El nimero de células inmunes
presentes disminuye con el tiempo y el tejido granular, si se forma, es reemplazado por tejido
endogeno no fibroso, aunque estas respuestas estdn reservadas para peliculas, hidrogeles e
implantes 6seos [166].

El estudio realizado por Meinel y colaboradores [170], indica que los peliculas de colageno
implantadas en ratas producen una reaccion inflamatoria del tejido mas notoria que peliculas
equivalentes preparadas con SF después de 6 semanas. En otro estudio en el que se comparan
membranas de SF y membranas de poli (estireno) y poli (metacrilato de 2-hidroxietilo), Santin
y colaboradores [171] demostraron que las primeras presentan una respuesta inmunologica
mas leve que las segundas. Los resultados indican que a la membrana de SF se unieron niveles
mas bajos de fibrindgeno que a los dos polimeros sintéticos, mientras que se detectaron las
mismas cantidades de fragmento del complemento de plasma humano C3 e IgG adsorbido. La
activacion de las células mononucleares por la SF, medida como produccion de interleucina
1B, fue menor que la de los materiales sintéticos. Otro estudio indicd que la SF trenzada
utilizada para la reconstruccion del ligamento anterior cruzado produce una respuesta
inflamatoria leve tras siete dias de implantacion in vivo, mientras que un implante equivalente
producido con el polimero biodegradable acido poliglicélico (PGA) produjo una respuesta mas
aguda [172]. En este caso, aunque la carga de rotura para el implante PGA result6 el doble que
para el injerto de SF, la union inicial y el crecimiento de las células en el ligamento prostético

fue superior en este ultimo.
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En el caso de la SF en formato de nanoparticulas, la bibliografia no es tan extensa como
para otros formatos del mismo material. Como ya fue discutido brevemente en la seccion 3
“Disenio de las nanoparticulas”, estudios de Tan y colaboradores [109] demostraron que
nanoparticulas recubiertas con SF apenas produjeron respuesta inmunitaria y el sistema inmune
adaptativo no fue activado. En otro estudio, Totten y colaboradores [102], utilizaron ensayos
in vitro y metabolémicos basados en resonancia magnética nuclear para examinar el fenotipo
inflamatorio y los perfiles metabolicos de los macréfagos después de su exposicion a SFN
PEGiladas y no modificadas. Los macréfagos internalizaron ambos tipos de nanoparticulas,
pero mostraron diferentes respuestas fenotipicas y metabodlicas. Las SFN sin modificar
indujeron la regulacion positiva de varios procesos, incluida la produccion de mediadores
proinflamatorios (como citoquinas), la liberacion de 6xido nitrico y la promociéon de la
actividad antioxidante. Estas respuestas estuvieron acompanadas de cambios en los perfiles
metabolomicos de los macroéfagos que fueron consistentes con un estado proinflamatorio y que
indicaron un aumento de la glucolisis y reprogramacion del ciclo del acido tricarboxilico y la
via de la creatincinasa/fosfocreatina. Por el contrario, las SFN PEGiladas indujeron cambios
mas leves en los perfiles inflamatorios y metabdlicos, lo que sugiere que la inmunomodulacion
de macrofagos con SFN es dependiente de la PEGilacion. Esto indicaria que la PEGilacion de
SFN reduce las respuestas inflamatorias y metabdlicas iniciadas por los macrofagos. En un
estudio reciente llevado a cabo en nuestro grupo de investigacion [92], las lineas celulares
cancerigenas de cuello de utero (HeLa) y células humanas endoteliales de cordén umbilical
(EA.hy926) fueron incubadas in vitro con hasta 250 pug/mL de SFN con un tamafio de ca. 160
nm. La viabilidad fue estudiada mediante ensayos de reduccion de (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio bromuro) tetrazolio y los resultados no mostraron variaciones
significativas (p < 0.05) respecto a los controles. En el caso de microparticulas (10-200 pm) de
SF preparadas por digestion enzimatica, Panilaitis y colaboradores [168] hallaron que la
suspension de las particulas indujo una liberacidon significativa de citoquinas TNF. En
contraste, los macrofagos cultivados en presencia de fibras de SF no regularon al alza los
niveles de transcripcion para una amplia gama de citoquinas proinflamatorias en un grado
significativo. La combinacién de resultados de estos dos estudios podria indicar que la
respuesta inmunitaria es dependiente del tamafio del biomaterial, excluyendo a los materiales
en la nanoescala y la macroescala, pero no en la microescala.

Estudios recientes indican que nanoparticulas cargadas con resveratrol han mostrado
propiedades inmunomoduladoras y efectos antiinflamatorios en modelos murinos con

enfermedad intestinal inflamatoria [173] y periodontal [174]. En otro estudio similar [175], se
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realizaron tratamientos con SFN funcionalizadas con el péptido lineal arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) y se observo que reducia el dafio colonico en ratas, reducian la infiltracion de
neutrdfilos y mejoraban el estado oxidativo comprometido del colon. También se comprobd
que solo las ratas tratadas con RGD-SFN mostraban una reduccion significativa en la expresion
de diferentes citocinas proinflamatorias (interleucina-1p, IL-6 e IL-12) y 6xido nitrico sintasa
inducible en comparaciéon con el grupo de control tratado con TNBS (4cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfonico). Ademas, la expresion tanto del quimioatrayente de neutrofilos
inducido por citocinas-1 como de la proteina quimiotictica de monocitos-1 disminuyo

significativamente con el tratamiento con RGD-SFN.

1.9.2  Degradacion de la fibroina de seda in vivo

Las fibras de SF implantadas en el cuerpo humano retienen mas del 50% de sus propiedades
mecanicas después de 60 dias, por lo que la Farmacopea Norteamericana cataloga este material
como no biodegradable [176]. Sin embargo, la velocidad a la que la SF se degrada depende del
tamano del material implantado, su morfologia, condiciones mecanicas y bioldgicas del lugar
de implantacion, la estructura secundaria de la proteina y la distribucion del peso molecular de
las cadenas de SF. Particularmente, para la aplicacion de las SFN al transporte de fArmacos, se
deben de tener en cuenta fundamentalmente tres de estos parametros: (i) el tamafio, (ii) la
distribucion del peso molecular y (iii) la estructura secundaria de la proteina. Pero antes de
analizar cada una de ellas, se discutirdn las posibles vias de degradacion de la SF para
posteriormente mencionar caimo estos parametros son capaces de influenciar la degradacion.

La SF por ser una proteina, exhibe degradacion frente a proteasas capaces de degradar los
enlaces amida incluyendo a-quimiotripsina, colagenasa IA, proteasa XIV y métalo proteasas
[177-179]. Los residuos del proceso de degradacion son los aminoacidos correspondientes de
las proteinas, por lo que son facilmente absorbidos in vivo y no generan toxicidad. La hidrolisis
parcial de la proteina por las enzimas en pequefios fragmentos tampoco es un problema, debido
a que éstos pueden ser facilmente fagocitados por macréfagos [168]. En un estudio realizado
por Li y colaboradores [178] se observo que el peso molecular medio de los productos de
peliculas de SF después de la degradacion con las tres enzimas sigui6 el orden proteasa XIV >
colagenasa IA > a-quimotripsina. El mecanismo de degradacion se basa en un proceso de dos
etapas, basado en que las enzimas encuentren dominios de unién en la superficie de los
materiales y su posterior hidrolisis [180]. De esta manera, distintas enzimas tienen diferentes
resultados para la degradacion de diferentes estructuras dentro de la SF. Por ejemplo, la

quimotripsina se ha utilizado para degradar las regiones amorfas de la SF y obtener SF
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altamente cristalizada [178]. La colagenasa degrada preferentemente el contenido de la [daminas
B en los hidrogeles [177]. Por otro lado, tras la incubacién de SF con Proteasa XIV se encontrd
que la masa se redujo significativamente [178]. Brown y colaboradores [177] concluyen que
la capacidad de las enzimas para descomponer un biomaterial no s6lo depende de que los sitios
de escision estén presentes en la estructura primaria de la proteina, sino que también la
estructura secundaria y el formato del material juegan un papel fundamental. Esto indica que
la degradabilidad de la SF puede ser modulada mediante el control de la abundancia relativa
de sus estructuras secundarias. De esta forma, por ejemplo, al reducir el contenido de
estructuras altamente cristalinas de laminas [ apiladas, puede acelerarse la degradacion, ya que
tanto la Proteasa XIV como la quimotripsina pueden actuar simultaneamente en estas zonas.
De aqui el interés e importancia de estudiar dicha estructura que constituye la base del Capitulo
4.

En un estudio realizado por Horan y colaboradores [176] se concluyd que fibras
electrohiladas presentan una degradacion predecible y dependiente del didmetro de las fibras.
De modo que, como es de esperar, al disminuir el diametro y, por ende, aumentar la relacion
superficie/volumen, la degradacién se produce a mayor velocidad. La disminucion del tamafio
desde fibras macroscopicas a nanoparticulas claramente aumenta aiin mas esta relacion, lo que
permite un mayor acceso a la degradacion enzimatica y fagocitosis por macrdéfagos. La
degradacion de SFN con y sin funcionalizacion con PEG por enzimas proteoliticas (proteasa
XIV y a-quimotripsina) y papaina, asi como la proteasa de cistina, fueron estudiadas por
Wongpinyochit y colaboradores [181]. Ambas clases de particulas presentaron similares
patrones de degradacion en un periodo de 20 dias, estableciéndose el orden de degradacion de
las particulas por medio de las enzimas como: Proteasa XIV > papaina >> a-quimotripsina.
Los autores reportan que, al cabo de 1 dia, las SFN y SFN-PEG incubadas con Proteasa XIV
perdieron el 60 y 40 % de su masa, respectivamente, reduciendo en el contenido de estructura
secundaria amorfa. En contraste, 10 dias de incubacion fueron necesarios para conseguir
degradaciones similares con papaina y 20 con a-quimotripsina. Las SFN también fueron
expuestas a una mezcla compleja de enzimas lisosomales de higado de rata ex vivo,
encontrandose que las SFN perdieron un 45% de su masa en 5 dias.

Por ultimo, cabe destacar que las modificaciones en la distribucion de pesos moleculares
de las cadenas de SF pueden alterar la velocidad de degradacion [182]. Una disminucion del
peso molecular puede alterar el orden de entrecruzamiento entre los polimeros y
potencialmente resultar en una degradacion més répida [183]. Por este motivo, la purificacion

y posterior procesado de la SF no sélo afecta a las propiedades mecanicas y fisicoquimicas de
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los biomateriales resultantes [184] (como se explicara con mas detalle en el Capitulo 3), sino

que también pueden ser utilizados para modular su biodegradabilidad.

1.10. Sintesis de nanoparticulas de fibroina de seda

Las particulas de SF de seda pueden ser producidas desde el enfoque top-down, asi como
bottom-down. El primero de estos involucra la molienda de las fibras de SF para reducir su
tamano. Esto puede lograrse a través de molienda con bolas [185,186], fresado de cuentas
[187], por chorro de aire [188] asi como irradiando el material con un haz de electrones [189].
Sin embargo, estos métodos suelen producir particulas en el rango de los micrometros y con
una distribucion de tamafios amplia, por lo que en el resto de esta seccién nos centraremos en
el enfoque bottom-up el cual ofrece un mayor control sobre las particulas producidas. Como se
mencion6 al comienzo de este capitulo, el enfoque bottom-up se basa en el auto ensamblado
de las unidades mas pequefias que componen una nanoparticula. En el caso particular de las
SFN, se disuelve en primer lugar la fibra de SF para obtener sus unidades constituyentes
individuales y, posteriormente, tienen lugar su reensamblado en formato de nanoparticulas.
Esto es logrado normalmente mediante un proceso de desolvatacion, el cual puede conseguirse
de diferentes formas que se expondran en esta seccion junto con algunos ejemplos; pero antes
se tratara la disolucidn de la SF, la cual no es tarea facil debido a su alta estabilidad estructural

y que merece un analisis detallado que sera expuesto a continuacion.

1.10.1 Solubilizacion de la fibroina de seda

La preparacion de la mayoria de los biomateriales depende de conseguir una completa
disolucion de SF. Este proceso ha sido referido por algunos autores como ingenieria inversa
[190], ya que se intenta obtener SF soluble en agua con estructura silk /, partiendo de fibras
con estructura silk II. Sin embargo, solo un nimero limitado de disolventes son capaces de
disolver la SF. Ejemplos de estos son fuertes disoluciones acidas (fosforico, formico, sulfurico,
hidroclorico) o disoluciones acuosas/organicas concentradas en sales (LiCNS, LiBr, CaClo,
Ca(CNS)2, ZnCla, NH4CNS, CuSO4, NH4sOH, Ca(NOs)2) [191-197]. La dificultad de la
disolucion de las fibras de SF se debe a la presencia de la gran red de enlaces de hidrogeno
intra e intermoleculares y su alta cristalinidad derivadas de su estructura secundaria como fue
expuesto en la seccion 1.8 “Estructura de la seda”.

En general, en la bibliografia se describe la disolucion de la SF en disoluciones

concentradas de sales como un proceso en dos etapas [191,194]. En la primera, la estructura
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compacta y cristalina de las fibras de SF se hincha debido a la difusion de las moléculas de
disolvente. En la segunda, comienza la dispersion de las moléculas de SF debido al colapso de
la interaccion intermolecular y su consecuente disolucion [194]. Durante la disolucion, las
secciones amorfas con alto contenido de aminoécidos con residuos masivos o grupos polares
se disuelven primero. Los cationes (Ca?*, Zn?**, Cu?*, NH4", Li*) forman complejos quelatos
estables con grupos hidroxilo de las cadenas laterales de serina y tirosina y también con el
oxigeno de los carbonilos, rompiendo los enlaces de hidrégeno y las fuerzas de Van der Waals
entre las cadenas polipeptidicas resultando en la disolucion de la proteina que adopta una
estructura silk 1[195,197,198].

El proceso de disolucion descrito depende de que se alcance una alta concentracion de sales.
Esto conlleva ciertas desventajas, debido a que para la eliminacion de estas se necesita una
dialisis exhaustiva (72 h) que requiere 6 litros de agua destilada por cada 12 mL de disolucion
[191]. Ademas, las disoluciones obtenidas son inestables y tienden a gelificar en un periodo de
pocos dias. Como alternativa, cuando se desea almacenar la SF a largo plazo, las disoluciones
acuosas de SF pueden ser liofilizadas y posteriormente disueltas en disolventes organicos como
el hexafluoroisopropanol [191] en el momento en que vayan a usarse. Sin embargo, estos
disolventes son toxicos y extremadamente corrosivos por lo que requieren especial cuidado en
su manipulacion [199].

Recientemente, los liquidos idnicos han surgido como una alternativa para disolver la SF
[200] aportando numerosas ventajas con respecto a los métodos tradicionales [191,192]. En
primer lugar, la presion de vapor insignificante y la fécil reciclabilidad de los liquidos i6nicos
los convierten en una alternativa mas "ecologica" que los disolventes orgéanicos [201-203].
Segundo, la posibilidad de obtener altas concentraciones de SF en una disolucion estable (hasta
un 25% p/p en algunos liquidos i6nicos [204]). Las disoluciones de SF en liquidos i6nicos son
mas estables debido a que las regiones hidrofobicas (secuencias GAGAGS o GAGAGAGS
altamente conservadas) son estabilizadas por las cadenas alquilo de cationes como el
imidazolio [205]. Por otro lado, el anillo imidazolio cargado y voluminoso se orienta hacia el
exterior ejerciendo fuerzas de repulsion electrostaticas entre los bloques hidrofobicos e
impidiendo la transicion de silk I a silk Il mediante la formacion de las laminas . De acuerdo
con Wang y colaboradores [205], disoluciones de SF en cloruro de 1-alil-3-metilimidazolio
pueden ser estables en periodos superiores al afio y medio. Tercero, la facilidad con la que se
puede disolver la SF. De acuerdo con el método descrito por Lozano-Pérez y colaboradores

[204], mediante la utilizacion de ultrasonidos, la completa disolucion de SF puede ser
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alcanzada en pocos minutos en comparacion con las varias horas necesarias en los métodos

tradicionales [191,192].

1.10.2 Regeneracion de la fibroina en nanoparticulas

Los procesos de sintesis de nanoparticulas en un enfoque botfom-up conllevan la disolucién
de la SF en sus unidades poliméricas constituyentes y su posterior regeneracion en
nanoparticulas. Esta regeneracion es normalmente llevada a cabo mediante un proceso de
desolvataciéon en un “antidisolvente”, proceso normalmente referido como antisolvatacion.
Como se muestra en el esquema de la Figura 1.9, en el proceso de sintesis de nanoparticulas
por antisolvatacion se encuentran tres componentes claves, el polimero, el disolvente y el
antidisolvente. Son condiciones necesarias que: (i) el disolvente y el antidisolvente sean
miscibles en las condiciones del proceso, mientras que (ii) el soluto debe ser insoluble en la
mezcla disolvente/antidisolvente. De esta manera, al mezclar la disolucion del polimero, el
antidisolvente secuestrard las moléculas que solvatan a este conduciendo a su agregacion.
Mediante controles cinéticos y termodindmicos se puede conseguir que un nimero limitado de
unidades poliméricas se agreguen, formando de esta manera nanoparticulas. En la practica, la
preparacion de nanoparticulas por antisolvatacion puede alcanzarse mediante distintas técnicas
que basicamente varian en la metodologia de mezclar la disolucion del polimero y el
antidisolvente o la naturaleza de este ultimo. Describiremos algunos de los métodos mas

representativos de la bibliografia a continuacion.

Figura 1.9. Componentes clave en el

Polimero proceso de antisolvatacion.

Disolvente Miscible .
disolvente

1.10.3 Antisolvatacion en disolventes organicos
Probablemente uno de los métodos mas utilizados debido a su sencillez y sus buenos

resultados es la adicion de la disolucion de SF a solventes orgénicos polares miscibles con
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agua, los cuales actuan como antidisolvente al iniciar la transicion de silk [ a silk II mediante
la formacion de laminas 3 [102,116,204,206-209]. Cabe destacar que la variante inversa, donde
el antidisolvente es agregado a la disolucion de SF también es encontrada frecuentemente en
la bibliografia [210-212].

Como ejemplo veamos el proceso publicado por Wongpinyochit y colaboradores [209].
Para disolver la SF, los autores agregan las fibras a una disolucion de LiBr 9.3M
manteniéndolas en agitacion durante 4 horas a 60 °C. Posteriormente, la disolucion es dializada
durante 72 horas y centrifugada para eliminar residuos insolubles. Posteriormente, la
concentracion de SF es ajustada a 5% p/v y es agregada gota a gota (10 pl/gota a una velocidad
de 50 gotas/min) a acetona bajo agitacion fuerte, siendo el volumen de acetona mayor del 75%
del volumen final de ambos liquidos. Una suspension blanca es formada inmediatamente al
contacto de ambos liquidos indicando la formacion de las nanoparticulas. Las particulas son
lavadas y recolectadas mediante centrifugacion. El proceso global es ilustrado en la Figura
1.10. Un didmetro medio de ca. 100 nm y un potencial-Z de -50mV (en agua destilada) es

obtenido para las particulas sintetizadas.

60 min

B. mori cocoons Cut cocoons Degumming process Degummed silk

72 h

Silk solution (5 Wtcyo) —

Add dropwise

4 to acet
66 0 acetone Sacant

10 min ; : 2
supernatant Dialysis against water ~ Degummed silk

7f \ dissolved in LiBr
sik 2N

precipitation mm) Centrifuge Wash pellet
with H,O
Dispersed 6h Silk'
by sonication nanoparticles

Figura 1.10. Esquema ilustrando las etapas clave para generar una disolucion y obtener
SFN descrito por Wongpinyochit y colaboradores [209].
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Una forma de optimizar el proceso de sintesis de nanoparticulas es reducir el tiempo de
mezclado entre la disolucion de SF y el antidisolvente [213]. Esto se consigue mediante la
reduccion del tamafio de las gotas de disolucion de SF (aumento relacion superficie/volumen)
que entran en contacto con el antidisolvente, favoreciendo la transferencia de masa [213]. En
nuestro grupo de investigacion, se ha desarrollado un método que utiliza un inyector coaxial
donde la disolucion de SF fluye por el centro y nitrogeno a presion recorre el cilindro

concéntrico, logrando producir un aerosol con gotas de tamafio muy reducido [46,92].

1.10.4 Antisolvatacion en Fluidos Supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia que se encuentre en condiciones de presion y
temperatura superiores a su punto critico. En estas condiciones, la sustancia presenta
propiedades hibridas entre un liquido y un gas, es decir, puede difundir como un gas, y disolver
sustancias como un liquido [214]. Suponiendo que la sustancia a utilizar como fluido
supercritico cumple con las condiciones descritas al comienzo de esta seccion, la misma puede
actuar como antidisolvente en un proceso de antisolvatacién. En este caso, el proceso se
denomina como antisolvatacion supercritica (SAS, de sus siglas en inglés supercritical
antisolvent). Particularmente, el didxido de carbono (CO.) resulta una, si no la més utilizadas
substancias como fluido supercritico debido a sus moderadas condiciones criticas (T = 304 K
y P = 7.38 MPa), inocuidad hacia el operario y el medio ambiente, asi como su econémica
obtencion y operacion [214].

El proceso SAS es ampliamente conocido y se ha utilizado para la preparacion de SFN
[215-217]. SAS también se conoce con otras siglas: Aerosol Solvent Extraction System
(ASES), Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids (SEDS), Supercritical
AntiSolvent with Enhanced Mass transfer (SAS-EM) [218]. La principal diferencia entre estos
procesos esta en el dispositivo de la inyeccion de la disolucion y el CO,. En el caso de los
procesos SAS y ASES, la solucion liquida es inyectada en el reactor de precipitacion a través
de una boquilla micrométrica, en el caso del proceso SEDS, la boquilla es coaxial; mientras
que, el proceso SAS-EM utiliza una superficie deflectora que vibra a frecuencias ultrasénicas
para mejorar la atomizacion de la solucion [218].

Este método puede ser ejemplificado con el proceso expuesto por Xie y colaboradores [215]
para la preparacion de SFN cargadas con curcumina mediante SEDS. Brevemente, la SF
liofilizada en estado silk I es disuelta en hexafluoroisopropanol junto con curcumina. La
disolucidn es posteriormente inyectada a un reactor de precipitacion que contiene CO2 a 20

MPa el cual actuard como antidisolvente de la SF. Después de la completa inyeccion de la
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disolucion, se mantiene un flujo constante de CO» para eliminar el hexafluoroisopropanol del
reactor de precipitacion. Finalmente, el reactor es despresurizado y abierto para la recoleccion
de las nanoparticulas. El proceso produce nanoparticulas con un didmetro medio inferior a 100

nm.

1.10.5 Electropulverizacion

La electropulverizacion es una técnica en la que una diferencia de potencial eléctrico es
aplicada entre la boquilla de un inyector y un colector, el cual puede contener un liquido que
actiie como antidisolvente [219]. En esta técnica, la superficie del liquido que sale de un capilar
sometido a las tensiones eléctricas se deforma en un inyector alargado que produce inicialmente
una serie de gotas de tamafio micrométrico. Debido a que las gotas se encuentran cargadas, las
fuerzas repulsivas rompen cada gota en un grupo de gotas mas pequefias en un proceso llamado
explosion culombica [219]. Utilizando esta técnica para pulverizar una disolucion de SF sobre
un papel de aluminio, Gholami y colaboradores [220] han logrado sintetizar SFN de hasta 80
nm de promedio. Los autores muestran que las concentraciones mas bajas, velocidades de
alimentacion mas bajas y distancias mas largas entre la aguja y el colector conducen a una
disminucion del tamafio medio de particula. El aumento del voltaje hasta 20 kV disminuye el
tamafio de las particulas, pero voltajes superiores a este producen un incremento en el tamafio

de particula.

1.10.6 Microfluidos

Equipos de microfluidos también pueden ser utilizados para la preparacion de
nanoparticulas. Los equipos de microfluidos son dispositivos, generalmente del tamaiio de
milimetros/centimetros que contienen microcapilares especialmente disefiados para mezclar
fluidos [221,222]. Una imagen representativa de estos se muestra en la Figura 1.11. Estos
equipos permiten una manipulacion precisa de liquidos (como la disolucion de seda y el
antidisolvente) mediante el control de los parametros del proceso, como el caudal total, las
relaciones de velocidad entre diferentes lineas de inyeccidon, etc. Las mayores ventajas
aportadas por estos equipos son la posibilidad de producir particulas en flujo continuo y con

una distribucion de tamaiios estrecha.
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Figura 1.11. Chip de microfluidos
fabricado en vidrio. Los canales tienen
50 um de profundidad y 150 pm de
ancho [223].
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Wongpinyochit y colaboradores [190] han utilizado un equipo de microfluidos comercial
para mezclar una disolucion de SF al 3% p/p con acetona o isopropanol como antidisolvente.
Mediante el uso de distintas condiciones de mezclado, los autores fueron capaces de controlar
el tamafio final de las nanoparticulas obtenidas que vari6 entre 110 y 310 nm, con indices de

polidispersidad y potencial-Z entre 0.1/0.25 y -20/-30 mV, respectivamente.

1.10.7 Salting-out

La separacion de fases también se ha utilizado para la preparacion de nanoparticulas
mediante el método de precipitacion salina (salting-out). Por ejemplo, mediante la adicion de
fosfato de potasio a una disolucion de SF, Lammel y colaboradores [224] prepararon particulas
de SF con tamaios que varian entre los 500 y 2000 nm dependiendo de la concentracion inicial
de SF en disolucion. Los autores muestran que, para la formacion de nanoparticulas, se requiere

una concentracion de sal mayor a 750 mM, de lo contrario, la solucion gelifica.

1.11. Mecanismo de formacion de nanoparticulas en procesos de

antisolvatacion
Después de haber expuesto algunos de los métodos de sintesis es oportuno mencionar el
mecanismo por el cual la antisolvatacion es capaz de generar particulas de tamafios
nanométricos. Con el mezclado de la disolucién de SF y el antidisolvente se produce una
sobresaturacion que lleva a la separacion de fases (precipitacion). El mecanismo puede
dividirse en dos pasos, ocurriendo primero una etapa de nucleacion impulsada por la
sobresaturacion y posteriormente una de crecimiento. El crecimiento puede darse por dos

mecanismos: (i) de coagulacion en el que los niicleos de particulas convergen para formar una
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particula mas grande o (ii) condensacion en el que las unidades poliméricas se afiaden a nucleos
en crecimiento. Esto es ejemplificado en la Figura 1.12. La condensacion disminuye la
sobresaturacion al reducir la masa de soluto en la mezcla y, por lo tanto, compite con la
nucleacion. La coagulacion puede reducir la tasa de condensacion al reducir el nimero total de
particulas y, por lo tanto, el area superficial [225]. La sobresaturacion influye en las tasas de
nucleaciéon y crecimiento en diferentes grados. La tasa de nucleacion depende de la
sobresaturacion que la tasa de condensacion. Las tasas de nucleacion altas ofrecen el potencial
de producir una gran cantidad de particulas submicrométricas en la suspension final si el
crecimiento puede ser controlado. Este proceso puede ser comparado con la formacion de
cristales en el orden de milimetros para cristalografia de rayos-X cuando se busca obtener un

bajo nimero de nicleos y mayor crecimiento en procesos de nucleacion lentos.

Figura 1.12. Esquema representando el
mecanismo de  precipitacion  por

&%\ @\‘ Coagulation

7 .

@
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por coagulacion y condensacion [225]
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La clave para generar una rapida nucleacion es alcanzar una rapida sobresaturacion. Este
proceso estard directamente influenciado por el mezclado y la separacion de fases que puede
representarse con el nimero de Damkohler (Da) definido como la relacion entre el tiempo de

mezcla (T, ) y €l tiempo total de precipitacion (Tprec.):

’l' .
Da = —= (1.1)
Tprec.

En condiciones pobres de mezclado, 7,,;, es grande (al igual que Da) y la velocidad de
nucleacion es lenta en relacion con la velocidad de crecimiento, lo que da lugar a particulas
grandes y distribuciones de tamafio amplias. A medida que la 7,,;, se reduce con respecto a la

Tprec.» UNA Mayor sobresaturacion y una nucleacion mas rapida son alcanzadas dando lugar a

particulas mas pequefias con estrechas distribucion de tamafos estrechas [213].
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El 7,,ix puede reducirse disminuyendo el tamafio de las gotas (aumenta la relacion
superficie/volumen) de disolucion de SF que entran en contacto con el antidisolvente,
favoreciendo la transferencia de masa. La reduccion del tamafio de la gota se alcanza
normalmente mediante el aumento del nimero de Reynolds que produce un flujo turbulento y,
por lo tanto, resulta en una fragmentacion del chorro de disolucion. De hecho, este es el objetivo
de los métodos propuestos anteriormente como el inyector coaxial [46,92], SEDS [215],
electrospray [220] y equipos de microfluidos [190].

De acuerdo con la ecuacién 1.1, otra estrategia para reducir Da consiste en incrementar el
Tprec.- Esto puede lograrse mediante la adicion de estabilizadores que interaccionen con las
unidades poliméricas generando impedimentos estéricos que retarden el crecimiento por
condensacion y coagulacion [213]. De acuerdo con Matteucci y colaboradores [213], agregar
estabilizadores al antidisolvente es mas efectivos para prevenir el crecimiento de las particulas
que agregarlos a la disolucion del polimero. Esto se debe a que, cuando se colocan en el
antidisolvente, los agentes estabilizadores estdin mas disponibles para interaccionar con las
unidades poliméricas, ya que no necesitan difundirse a través de la interfase desde la fase
acuosa global a la fase organica.

La temperatura es otro factor importante de control cinético para la preparacion de
nanoparticulas por antisolvatacion que afecta a la formacion de particulas de diferentes formas.
En primer lugar, un aumento de la temperatura conlleva un aumento de la solubilidad del
polimero y por ende reduce el grado de supersaturacion al mezclar las disoluciones,
favoreciendo una nucleacion lenta. En segundo lugar, las temperaturas elevadas aumentan la
cinética de difusidén y crecimiento en la interfase de la capa limite de particulas. Y en tercer
lugar, una mayor solubilidad también aumenta la velocidad de maduracion de Oswald [226].
Por estos motivos, una temperatura reducida en la etapa de precipitacion es preferible para la

formacion de nanoparticulas pequefias.

1.12. Carga de farmacos en nanoparticulas

La carga de los fArmacos puede realizarse principalmente mediante dos procedimientos, (i)
durante el proceso de formacion de la nanoparticula o (ii) a posteriori mediante la
adsorcion/absorcion del farmaco en la superficie de la nanoparticula. El primero consiste en
afiadir el farmaco a la disoluciéon del polimero (matriz de la nanoparticula) [46] o al
antidisolvente [227] previamente a la mezcla de ambos. Este procedimiento suele conocerse

como coprecipitacion, debido a que se precipita el polimero y el farmaco. En contraste con este
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método, la adsorcion del farmaco a la superficie de la nanoparticula puede lograrse mediante
la incubacion de las nanoparticulas en una disolucién del farmaco. Estos métodos presentan
ventajas y desventajas. Por un lado, el primer método suele ser més sencillo, debido a que la
carga y la preparacion de la nanoparticula se realiza en un solo paso. Sin embargo, este proceso
podria afectar a la formacion de la nanoparticula y, por tanto, el segundo método podria resultar
preferencial. Por otro lado, deben considerarse los perfiles de liberacion del farmaco. Como
demostraron Montalban y colaboradores [46], particulas cargadas por coprecipitacion
presentan perfiles de liberacidon mds lentos en comparacidon con particulas cargadas por
adsorcion. Lo cual resulta 16gico ya que, en el Gltimo, el firmaco se encuentra en la superficie
de la nanoparticula y facilmente disponible al medio.

La carga del farmaco y la eficacia de encapsulacion dependen de las interacciones farmaco-
polimero y la presencia de grupos funcionales (es decir, hidroxilos, carboxilo, etc.) en ambos.
Montalban y colaboradores [228] utilizaron métodos computacionales como blind docking y
simulaciones de dindmica molecular para estudiar las interacciones de distintos farmacos con
SFN. Los autores encontraron una fuerte correlacion entre las interacciones farmacos-SF y el
contenido de carga de los mismo. Del mismo modo, los fArmacos con interacciones mas débiles
presentaron mayor velocidad de liberacion y mayor porcentaje de liberacion del farmaco

cargado.
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Capitulo 2
Sintesis de nanoparticulas biopoliméricas en liquidos

ionicos

Resumen: Recientemente, muchas investigaciones se han centrado en el uso de
biopolimeros, que se consideran materiales biodegradables, naturales y respetuosos con el
medio ambiente. En este contexto, las nanoparticulas biopoliméricas han atraido una gran
atencion en los ultimos afios debido a sus multiples aplicaciones especialmente en el campo de
la biomedicina. Los liquidos i6nicos han surgido como disolventes prometedores para su uso
en una amplia variedad de procesos quimicos y bioquimicos por sus extraordinarias
propiedades, que incluyen una presion de vapor practicamente nula, elevada estabilidad térmica
y quimica, menor toxicidad que los disolventes orgdnicos convencionales y la posibilidad de
modular sus propiedades fisicoquimicas mediante una seleccion apropiada del cation y el
anion. En este capitulo, se realizard una revision bibliografica sobre la sintesis de
nanoparticulas biopoliméricas (trimetilsililcelulosa, xilano, almidén, quitosano o SF)
utilizando liquidos idnicos. También se mencionaran los resultados de nuestros estudios
recientes que describen como los ultrasonidos de alta potencia son capaces de mejorar el
proceso de disolucion de las proteinas de seda en liquidos i6nicos y cémo las SFN pueden
obtenerse directamente de la solucién de SF-liquido i6nico mediante desolvatacion rapida en
disolventes organicos polares. Como ejemplo, también se discute la potencial aplicacion

biomédica de SFN cargadas con curcumina para la terapia del céncer.

Montalban, M.G.; Carissimi, G.; Lozano-Pérez, A.A.; Cenis, J.L.; Coburn, J.M.; Kaplan,
D.L.; Villora, G. Biopolymeric Nanoparticle Synthesis in lonic Liquids. In Recent Advances in
Ionic Liquids; IntechOpen, 2018; pp. 3—26.
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2.1. Introduccion

2.1.1 Nanoparticulas biopoliméricas para aplicaciones biomédicas

Durante los ultimos treinta afios, la nanotecnologia ha suscitado un gran interés en muchos
campos de la ingenieria, incluida la ingenieria electronica, mecanica, biomédica y espacial.
Entre estos campos, la nanotecnologia ha llevado a un progreso significativo en biomedicina a
través del desarrollo de estructuras eficientes para la administracion controlada y dirigida de
farmacos o genes, ingenieria de tejidos, obtencion de imagenes de sitios especificos, medicina
regenerativa, biodeteccion y sondeo de la estructura del ADN [1]. Més concretamente, el papel
de las nanoparticulas en los avances en este campo es de particular interés, y los tratamientos
con nanoparticulas se han aplicado ampliamente en la terapia del cancer, diabetes, alergias,
infecciones e inflamaciones [2]. Las principales ventajas de las nanoparticulas utilizadas como
portadores de fArmacos para el tratamiento de estas enfermedades son las siguientes: (i) un
rango de tamafio similar al de las proteinas, (ii) una gran superficie, que permite la presencia
de diferentes grupos funcionales que actiian como, o pueden ser funcionalizados con ligandos,
(ii1) propiedades de rapida absorcion y liberacion y (iv) tamanos de particulas y caracteristicas
de la superficie que pueden disefiarse para cumplir acciones especificas.

Las nanoparticulas para aplicacion terapéutica se pueden sintetizar principalmente a partir
de polimeros (naturales o sintéticos), ceramicas y metales [3]. Las nanoparticulas poliméricas
se han estudiado ampliamente como nanoportadores de moléculas activas como farmacos y
genes [4-9]. Los principales inconvenientes en el uso de nanoparticulas poliméricas son la
dificultad para escalar su produccion, su relativa baja capacidad de carga de farmacos y la
amplia distribucion de tamafio [2]. Sin embargo, muestran un gran potencial como
nanoplataformas porque permiten la liberacion dirigida de farmacos a células o tejidos
especificos [10]. Ademads, a diferencia de las nanoparticulas ceramicas o metdlicas, las
nanoparticulas poliméricas pueden sintetizarse en una amplia gama de tamafios y formas y
pueden mantener agentes terapéuticos farmacoldgicos localizados durante semanas [3]. Si bien
las caracteristicas anteriores son comunes tanto a los polimeros naturales como a los sintéticos,
los polimeros naturales, también conocidos como biopolimeros, tienen algunas ventajas
adicionales, como su biocompatibilidad y biodegradabilidad inherentes, baja respuesta inmune,
alto valor nutricional, abundancia y procedencia de fuentes renovables y extraordinaria
capacidad de unién con varios farmacos [11]. Los biopolimeros son macromoléculas naturales
y pueden ser polisacaridos, proteinas, polifenoles, poliésteres o poliamidas. La sintesis de

materiales basados en biopolimeros, como las nanoparticulas, sigue siendo dificil debido a la
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baja solubilidad de los primeros en disolventes convencionales como resultado de su elevada
estabilidad, normalmente proveniente de su estructura altamente cristalina [1]. Por tanto, la
busqueda de nuevos disolventes capaces de disolver biopolimeros con éxito es un desafio

continuo para lograr la fabricacion industrial de biomateriales.

2.1.2 Liquidos ionicos como disolventes para la sintesis de nanoparticulas

Los liquidos i6nicos (ILs) son sales organicas que son liquidas a temperaturas proximas al
ambiente. Normalmente, constan de un cation organico y de un anién organico o inorganico
poliatomico. Recientemente, han generado un gran interés para su uso en una amplia variedad
de procesos quimicos como disolventes “verdes”. La ventaja mas importante de los ILs es su
extremadamente baja presion de vapor, lo que los convierte en solventes benignos desde el
punto de vista medioambiental en comparacion con los disolventes orgéanicos volatiles. La
creciente conciencia sobre el riesgo de utilizar estos disolventes ha llevado a la busqueda de
alternativas y el descubrimiento de ILs parece aportar soluciones al problema [12]. También
muestran varias ventajas sobre los disolventes organicos convencionales, como buena
estabilidad quimica y térmica, elevada conductividad ionica, no inflamabilidad, una gran
ventana electroquimica, capacidad de solvatacion y que pueden utilizarse a altas temperaturas
[13,14]. Ademas, las propiedades fisicoquimicas de los ILs, como su densidad, polaridad,
hidrofobicidad, punto de fusion, viscosidad y propiedades como disolventes pueden ajustarse
modificando el anién o el cation. Entre otras aplicaciones, los ILs se han utilizado como
electrolitos, disolventes, lubricantes, como matrices para espectrometria de masas, como fase
estacionaria en cromatografia, soportes para la inmovilizacion de enzimas, en tecnologias de
separacion, como plantillas para sintesis de nanomateriales, en sintesis de membranas
cataliticas y en la generacion de materiales de alta conductividad [13,14].

Los ILs pueden ser excelentes candidatos para disolver biopolimeros y desarrollar
biomateriales principalmente debido a la flexibilidad que se puede lograr combinando
diferentes cationes y aniones, y propiedades de disolventes verdes como la no volatilidad, la
no inflamabilidad y su facil reciclado. Durante los ultimos afios, los biopolimeros como
celulosa, xilano, almidon, quitosano, queratina, SF y heparina se han transformado en peliculas,
armazones, membranas, fibras y micro o nanoparticulas utilizando ILs. Ademads, los
compuestos formados por combinacion de biopolimeros o mezclas de biopolimero/polimero
sintético también se pueden sintetizar por codisolucién de los polimeros en ILs [1]. Las

interesantes propiedades de los ILs los convierten en excelentes medios para la sintesis y
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estabilizacion de nanoparticulas [15]. Sus caracteristicas mas destacables para la sintesis de
nanoparticulas son las siguientes:

1) Una baja tension superficial que contribuye a la sintesis de particulas pequenas debido a
que la misma conduce a altas tasas de nucleacion.

i1) Mejoran la estabilizacion electronica y estérica de las nanoparticulas y reducen el
crecimiento de las mismas, ya que sus constituyentes (anidon y cation) forman una capa
electrostatica protectora que evita los procesos de aglomeracion. Ademas, las nanoparticulas
son estables en solucion debido a la coordinacidon de anion o catidn a través de enlaces i6nicos
o covalentes.

ii1) La alta estructuracion de los ILs tiene un efecto significativo sobre la forma de las
nanoparticulas sintetizadas debido a que forman redes extendidas de enlaces de hidrégeno con
los constituyentes de las particulas.

iv) Los ILs se pueden disefiar utilizando diferentes combinaciones de cationes/aniones para
lograr las propiedades deseadas de densidad, viscosidad, hidrofobicidad, solubilidad etc.

v) Los ILs pueden actuar como reactivos en la sintesis de particulas.

vi) La eleccion de los ILs utilizados para la sintesis de nanoparticulas determina, al menos
parcialmente, sus propiedades.

vii) Son mas seguros para el operador al poseer una presion de vapor despreciable y no ser
inflamables, permitiendo trabajar a alta temperatura y al vacio en comparacion con los
disolventes organicos convencionales.

viii) Los ILs se pueden sintetizar siguiendo los doce principios de la quimica verde
desarrollados por Anastas y Warner [16] que, ademas de la no volatilidad, baja toxicidad, no
corrosividad y no inflamabilidad, incluyen no necesitar disolventes auxiliares o de separacion.

En definitiva, la sintesis de nanoparticulas mediante ILs se puede realizar siguiendo
procedimientos mas respetuosos con el medio ambiente que los que utilizan disolventes
organicos convencionales.

En este capitulo, se revisan los procesos utilizados para sintetizar nanoparticulas
biopoliméricas (polisacaridos o proteinas) utilizando ILs. Los biopolimeros mas utilizados para
la obtencion de nanoparticulas en procesos que involucran IL son la celulosa, xilano, almidén,
quitosano, queratina y SF. Se presentara la preparacion de SFN mediante la disolucion de la
proteina en varios ILs. También se expondra como ejemplo la aplicacion biomédica de SFN

cargadas con curcumina obtenidas mediante ILs.
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2.1.3 Meétodos de sintesis

Un método utilizado para obtener nanoparticulas en IL es la sintesis a través de la
deposicion fisica de vapor ya que, debido a la insignificante presion de vapor de la mayoria de
los ILs, estos pueden manipularse en condiciones de alto vacio incluso a altas temperaturas
[17]. Este método se ha utilizado para obtener nanoparticulas metéalicas mediante la
vaporizacion de un metal, una fase intermetalica o una sal metalica en presencia de un IL: por
ejemplo, nanoparticulas de cobre en hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio,
[bmim"][PFs]. Mediante esta técnica se pueden depositar nanoparticulas metalicas no solo
sobre el IL, sino también sobre materiales dispersos en el IL, como ocurre en la formacion de
nanocompuestos Cu/ZnO en bis {(trifluorometil) sulfonil}imida de 1-butil-3-metilimidazolio,
[bmim"][NT£,]. Sin embargo, el método deposicion fisica de vapor nunca se ha aplicado para
obtener nanoparticulas a partir de biopolimeros en ILs.

La sintesis mediante microondas aprovecha la presencia de iones con alta polarizacion y
conductividad de los ILs, lo que los convierte en un medio muy bueno para absorber
microondas, que conduce a altas velocidades de calentamiento y dan como resultado la
formacion rapida de nicleos (nanoparticulas) [18,19]. El control sobre el rango de tamano de
particula se puede lograr variando la temperatura y el tiempo del proceso, asi como las
concentraciones de reactivo y la eleccion de los constituyentes anidnicos y catidonicos del IL.
Si el calor se transfiere uniformemente a través de la muestra, se puede obtener una distribucion
de tamafio de nanoparticulas estrecha. Como ejemplo, se han obtenido nanoparticulas de plata
y oro por sintesis mediante microondas en bis {(trifluorometil) sulfonil} imida de 2-hidroxietil-
N, N, N-trimetilamonio [15]. Swatloski y colaboradores [20] utilizaron calentamiento por
microondas en una solucion de celulosa/cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([bmim*][CI7])
para disolver la celulosa, pero no analizaron la degradacion del polimero. Phillips y
colaboradores [21], intentaron disolver la SF en [bmim*][C]"] empleando un microondas de uso
doméstico, pero no tuvieron éxito debido a la descomposicion térmica de la seda. Sin embargo,
nuestro grupo ha descubierto que, mediante el uso de un microondas de laboratorio con un
estricto control de la temperatura y el tiempo, se conserva la integridad de la proteina y se
pueden obtener nanoparticulas a partir de disoluciones de SF/liquido i6nico (SF/IL) mediante
precipitacion en disolventes orgénicos polares.

Los ultrasonidos pueden ser utilizados como fuente de energia para la preparacion de
muchos materiales como nanoparticulas de metal, 6xido, sulfuro y carburo, y el uso de la
energia de ultrasonidos se ha popularizado recientemente en combinacion con ILs como medio

de reaccion [22]. En el grupo de investigacion en el que se ha llevado a cabo este trabajo, se
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han utilizado ultrasonidos de alta potencia para mejorar el proceso de disolucion de proteinas
de seda en ILs para obtener SFN directamente de la disolucion SF/IL mediante desolvatacion

rapida en disolventes organicos polares [23].

2.2. Sintesis de nanoparticulas de biopolimero utilizando ILs
2.2.1 Celulosa

La celulosa es el principal componente del reino vegetal y las algas marinas, lo que la
convierte en el polisacarido mas abundante de la Tierra. Desempeia un papel estructural en la
pared celular y otras estructuras superficiales de algunas amebas, alveolados, cromistas y algas
rojas y verdes. La estructura molecular de este biopolimero estd compuesta por unidades de D-
glucopiranosa unidas por un enlace glicosidico  (1—4) para formar una estructura lineal. El
grado de polimerizacion varia en funcion de la fuente, pero puede llegar a 23.000 unidades. La
celulosa tiene una estructura en forma de cinta enrollada, con dos unidades por vuelta de 1.03
nm, dictada por los angulos permitidos de C1-O y O-C4 [24,25]. En términos de densidad (1,5
Mgm™), las fibras de celulosa son mas rigidas (mdédulo de Young 50-130 GPa) y mas fuertes
(1 GPa), cuando se miden a lo largo de la longitud del polimero, que el nailon, la seda, la
quitina, el colageno, el tendén o el hueso [26]. La celulosa es completamente insoluble en agua,
principalmente porque sus capacidades de enlace de hidrogeno estan ocupadas por cadenas
laterales, formando agregados. No obstante, se ha demostrado que el IL [bmim*][CI] es capaz
de solubilizar la celulosa incluso con un grados de polimerizacion elevado (6500 unidades), lo
que lo convierte en un disolvente apropiado [24]. Lee y colaboradores proporcionan una
completa revision de la solubilidad de la celulosa en ILs [1].

Swatloski y colaboradores [20], llevaron a cabo ensayos de disolucion de celulosa en IL
utilizando pulpas de celulosa soluble, celulosa fibrosa y filtros de celulosa Whatman. Los
investigadores prepararon soluciones de celulosa mediante la adicion de estas en los ILs
utilizando una placa calefactora o un horno microondas doméstico para calentar sin ningtn tipo
de pretratamiento. Estos autores pudieron disolver 25% en peso de celulosa en [bmim*][CI]
usando calentamiento por microondas. Sin embargo, los ILs que contienen aniones "no
coordinantes", incluidos [BF4] y [PF¢], no eran disolventes, presumiblemente porque la
celulosa se solubiliza mediante la ruptura y posterior formacién de enlaces de hidrogeno con
grupos hidroxilo a los aniones del disolvente, como el [Cl]. Los autores no analizaron la
temperatura maxima alcanzada durante la disolucion por microondas ni el grado de

degradacion de la celulosa.
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Han y colaboradores [27] han sintetizado nanoparticulas de celulosa disolviendo celulosa
microcristalina o celulosa de algodon en [bmim'][CI] en un proceso de cuatro pasos:
disolucidn, regeneracion, homogeneizacion y liofilizacion. Antes de comenzar con el proceso
de disolucion, el [bmim][CI7], celulosa microcristalina o celulosa de algodon en estado solido
deben secarse a vacio para eliminar los restos de agua, cuya presencia puede afectar
significativamente a la solubilidad de la celulosa en IL al competir con este ultimo por enlaces
de hidrogeno a las microfibrillas de celulosa [20]. A continuacion, la celulosa se disolvid en el
IL, utilizando una placa calefactora y agitando las fibras dispersas al 5% p/p durante 5 horas
en un bafo de aceite a 125 °C. Cuando se obtuvo una fase clara, la solucion se vertid lentamente
en agua destilada apareciendo inmediatamente una dispersion blanca de nanoparticulas. Para
eliminar el IL, la dispersion fue filtrada, lavada por centrifugacion tres veces y, finalmente,
dializada. Para mejorar atin mas la suspension, la muestra fue homogeneizada a alta presion y,
finalmente, las suspensiones se congelaron rapidamente mezclando acetona y hielo seco en un
recipiente de hielo y se transfirieron a un liofilizador. Las particulas regeneradas a partir de
celulosa microcristalina producen barras de 112 + 42 nm de longitud con una relacion de
aspecto de 9.21 y nanoparticulas esféricas con un didmetro de 118 £+ 32 nm. Las particulas
regeneradas a partir de celulosa de algodon formaron solo nanobarras de 123 + 34 nm con una
relacion largo:ancho de 9.96. Imagenes de microscopia electronica de las nanoparticulas son

mostradas en la Figura 2.1 y su distribucion de tamafo en la Figura 2.2.

a) A v;--.;,»;f‘.’:“ b) i Figura 2.1. Imagenes de microscopia
& % R 1) R electronica  de  transmision  de
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g
" { v 100 nm

72



Quantity

Quantity

7
05 5-10

10-15

width / nm

15-20

5-10 10-15

width / nm

Capitulo 2

Figura 2.2. Distribucion de tamafios de
nanoparticulas de celulosa de algodon,
celulosa microcristalina y
nanoparticulas esféricas de celulosa
microcristalina. (a) y (b) distribucion de
ancho de nanoparticulas de celulosa de

algodén y celulosa microcristalina,
respectivamente; (c) y (d) distribucion

;%m de longitud de nanoparticulas de
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Cuando se utilizo6 espectroscopia de infrarrojos para caracterizar la estructura de la celulosa,
se observaron cambios estructurales de una estructura cristalina de celulosa tipo I a tipo II. Por
ejemplo, después de la regeneracion de la celulosa de algodon, las sefiales de vibracion de
estiramiento -CH se movieron de 2901 cm™' a 2893 ¢cm™' (figura 2.3), la vibracién de
estiramiento de CO en C-6 cambi6 de 1033 cm™' a 1025 cm™, y la vibracién del COC del
enlace B-glucosidico cambié de 897 cm™' a 894 cm™!, debido a cambios en los dngulos de
torsion del enlace glucosidico. Tanto para la celulosa microcristalina como para las
nanoparticulas de la misma, los espectros mostraron fuertes vibraciones de estiramiento de OH
unido a hidrégeno en el rango de 3000-3600 cm™!. Las sefiales de alrededor de 1430 y 2900
cm ! se asignaron a la vibracion de flexion CH, (C6) y a la vibracion de estiramiento CH,
respectivamente. El agua adsorbida se puso de manifiesto por la presencia de un pico a 1644
cm™! de la flexion O-H. También se observaron las bandas de absorcion de infrarrojo
caracteristicas relacionadas con la transicion de celulosa I a celulosa II. Un analisis mas
profundo de los cambios estructurales se puede encontrar en la publicacion de Han y
colaboradores [27] y en sus referencias. La ausencia de las de bandas de absorcion de
[bmim"][CI] sugiere que el IL fue eliminado con éxito del producto final. Las propiedades de
las nanoparticulas de celulosa regenerada producidas a partir de celulosa microcristalina y del
algodon utilizando un tratamiento combinado de IL y homogeneizacion de alta presion
sugieren su potencial aplicacion en el campo de la biomedicina como sistemas de

administracioén de farmacos, biomarcadores y excipientes de comprimidos, entre otros.
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Figura 2.3. Espectro infrarrojo de algoddn sin procesar (Cotton), celulosa microcristalina
sin tratar (MCC) y nanoparticulas de algodon (C-RCN) y celulosa microcristalina (M-
RCN) [27].

La celulosa es susceptible de modificacion debido a sus grupos hidroxilo; por ejemplo, la
sililacion es una via posible para la sintesis de derivados solubles en agua, ampliando asi el
espectro de posibilidades. La sililacion puede tener lugar en medios heterogéneos como
piridina, o en medios homogéneos, como metilsulfoxido/LiCl. Sin embargo, en medios
heterogéneos, la reaccion no es uniforme en toda la macromolécula de celulosa y el uso de
medios homogéneos presenta desventajas a la hora de emplearlo a gran escala ya que es dificil
regenerar el medio. El grupo de investigacion de Heinz [28] prepar6 nanoparticulas de
trimetilsililcelulosa aprovechando el poder solubilizante de los ILs y las capacidades de
autoensamblaje de la celulosa metilada. En resumen, la celulosa se solubiliza primero en
acetato de 1-etil-3-metilimidazolio ([emim*][AcO]) 10% p/p, y se afiade hexametildisilano en
una relacion molar de 3 a 1 en exceso con respecto a las unidades de glucosa de celulosa.
Después de un tiempo de reaccion de 1 hora a 80 °C, se obtuvo un grado de sustitucion de 2.65.
Las nanoparticulas de trimetilsililcelulosa se dispersan en un disolvente organico como
tetrahidrofurano o dimetilacetona y se dializan con agua. Se formaron nanoparticulas de 170

nm en base al intercambio lento de un solvente organico contra un antidisolvente.
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En otro estudio se han preparado compuestos de celulosa-magnetita mediante suspension y
dispersion de particulas de magnetita en una solucion homogénea de celulosa en IL seguido de
regeneracion en agua y la posterior preparacion de peliculas, floculos, fibras o perlas. Los
materiales preparados fueron ferromagnéticos, con una pequeia respuesta superparamagnética.
La caracterizacion por difraccion de rayos X mostrd que la magnetita inicial no se altero
quimicamente después de la encapsulacion, con un tamafio de particula promedio de

aproximadamente 25 nm [29].

2.2.2  Xilano

El xilano es el segundo polisacarido mas abundante del reino vegetal después de la celulosa.
Es el componente principal de la hemicelulosa, constituyendo del 25 al 35% de la biomasa de
los tejidos lefiosos de las dicotiledoneas y de los tejidos lignificados de las monocotiledoneas
y hasta el 50% de algunos tejidos de los granos de cereales [30]. Tiene una columna vertebral
lineal constituida por unidades de B-D-xilosa unidas por un enlace glicosidico B (1—4). El
xilano normalmente presenta azuicares de cadena lateral como acido 4-O-metil-glucurdnico,
acido galacturénico y arabinosa. A partir de este polisacarido, Gerick y colaboradores [31]
sintetizaron nanoparticulas con un radio hidrodindmico de ca. 160 nm (Figura 2.4) de xilano
modificado con grupos fenilcarbonato (grado de sustitucion hasta 2.0). Para su sintesis, se
agitaron 2 g de xilano y 18 g de [bmim"][CI"] durante 1 h a 80 °C. Posteriormente, se agregaron
5 mL de piridina y se agitd durante 18 h a 80 ° C. La solucion se enfrio a 25°C bajo atmosfera
de nitrogeno, luego se anadieron 15 mL de piridina seguido de 3.82 ml de cloroformiato de
fenilo (60.8 mmol). Después de 3 h de reaccion a 25 °C, la mezcla se vertio en 300 mL de agua
helada. El precipitado se elimind por filtracion y se lavé dos veces con 150 mL de agua y dos
veces con 150 mL de etanol. El producto crudo se disolvié en 40 mL de DMSO y luego se
precipitd en 300 mL de etanol. Esta funcionalizacion permite que el biopolimero tenga
abundantes centros electrofilos que permitan una mayor funcionalizacion con farmacos,
moléculas de sefializacidn, reconocimiento, etc. En la revision de Petzold-Welcke se describen
muchas otras modificaciones/funcionalizaciones del xilano [32]. Por ejemplo, la modificacion
de xilano con un grupo metilo puede usarse como tensioactivo polimérico y algunos ésteres
mostraron buenas capacidades portadoras de farmacos. El sulfato de xilano se puede usar como

farmaco antiviral y como inhibidor de la coagulacion sanguinea.
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Figura 2.4. Izquierda, imagen de microscopia electronica de barrido de nanoparticulas
obtenidas por didlisis de fenil carbonato de xilano. Derecha, distribucién de tamafio de
nanoparticulas obtenidas por dispersion dinamica de luz [31].

2.2.3  Almidon

El almidon es producido por plantas verdes para almacenar energia. Los granulos de
almidon se acumulan en altas concentraciones en estructuras reproductivas como granos de
cereales (por ejemplo, trigo, arroz, maiz, cebada, centeno, avena, mijo, sorgo) y en estructuras
vegetativas como tubérculos (patatas) y raices (mandioca y taro) [33]. Las dos macromoléculas
constituyentes del almidon son la amilosa y la amilopectina. La amilosa es el polimero lineal
de unidades de D-glucopiranosa unidas por un enlace glicosidico a (1-=>4). Su peso molecular
varia de 10* a 10° con un grado de polimerizacion de 250-1000 unidades. La amilopectina es
un polimero altamente ramificado de enlaces glicosidicos o (12>4) y cadenas laterales de a
(1->6) con un peso molecular de 10°-108, correspondiente a un DP de 5.000-50.000 unidades
[34,35].

Zhou y colaboradores [36,37] prepararon nanoparticulas de almidon con un diametro medio
controlado de 64-255 nm con una técnica de emulsion liquida formada por agua/liquido i6nico
(W/IL). Para preparar la fase acuosa, se disolvieron 0.5 g de almidon granular tratado con acido
en 9.5 g de solucion de NaOH (20 M) y luego se afiadieron a 40 g de [bmim"][PF¢7] para formar
la microemulsion W/IL con 40 g de una mezcla de tensioactivos TX-100 y 1-butanol (TX-
100/1-butanol = 3:1, p/p). Después de varios minutos de agitacion, se afiadio 1.84 g de
epiclorhidrina a la microemulsion anterior como agente entrecruzante y se mantuvo en
agitacion continua durante 4 horas a 50 °C. Posteriormente, la temperatura de la disolucion fue
equilibrada con la temperatura ambiente, y se utilizd metanol como antidisolvente para
precipitar las nanoparticulas de almidon. El precipitado se centrifugd y se lavo minuciosamente

con suficiente metanol y etanol para eliminar la epiclorhidrina sin reaccionar, el IL y los
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tensioactivos. Finalmente, el solido se seco a vacio durante 24 h a 45 °C. En la bibliografia se
pueden encontrar mas ejemplos de sintesis de nanoparticulas de almidon en emulsiones de IL
[38—40]. Las capacidades de carga y liberacion de fArmacos de las nanoparticulas de almidon

se han ensayado con clorhidrato de mitoxantrona [37].

2.2.4  Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal constituido por unidades de D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina enlazadas con enlaces B (1—4) aleatoriamente. El quitosano se obtiene
de la desacetilacion de la quitina mediante hidrolisis basica. La quitina estd presente
principalmente en el exoesqueleto de crustaceos, alas de insectos y paredes celulares de hongos
y algas, entre otros. Las nanoparticulas de quitosano se utilizan ampliamente en las industrias
alimentaria y de bioingenieria para la encapsulacion de ingredientes alimentarios activos, la
inmovilizacion de enzimas, como vehiculo para la administracion controlada de farmacos y en
la agricultura como agente antimicrobiano vegetal y promotor del crecimiento [41]. Por
ejemplo, Torzsas y colaboradores [42] mostraron que el quitosano puede tener un papel
importante en la proteccion contra el cancer de colon.

Bharmoria y colaboradores [43], reportaron la sintesis de nanoparticulas de quitosano
utilizando IL como agentes de entrecruzamiento idnico en un método simple de
autoensamblaje. Para ello, una disoluciéon con octilsulfato de 1-butil-3-metilimidazolio
([bmim™][C30S0O37) u cloruro de 1-octil-3-metilimidazolium ([omim"][CI]) por encima de la
concentracion micelar critica es afiadida a una solucidon acuosa de quitosano. Las cadenas de
quitosano son atraidas por las micelas de IL debido a las interacciones i0nicas agregando la
materia y gelificando la solucion. Posteriormente, se utilizé acetona como antidisolvente para
lograr una precipitacion en forma de nanoparticulas con un didmetro hidrodindmico medio en
el rango de 300-560 nm (Figura 2.5) con potenciales-Z que pueden superar los +59 mV,
dependiendo del IL utilizado. Los autores asumen que la interaccidon electrostatica e
hidrofébica producida entre el quitosano y el IL dirige la formacion de nanoparticulas de
quitosano, donde los agregados de IL actian como plantillas. Imagenes de microscopia
electronica de barrido revelaron que las nanoparticulas obtenidas a partir de soluciones de
quitosano-[bmim"][CsOSO;37] tienen mayor esfericidad y menor tendencia a aglomerarse que

las equivalentes sintetizadas utilizando [omim*][CI7] (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Distribucion de diametro hidrodinamico en intensidad de nanoparticulas de
quitosano formadas con (A) [bmim"][CsOSOs7] y (B) [omim][CI7] [43].

Figura 2.6. Imagenes de microscopia electronica de barrido de nanoparticulas formadas
con (A) [bmim*][CsOSO;57] y (B) [omim*][CI'] [43].

Las nanoparticulas de quitosano se han ensayado previamente para la captacion celular y el
transporte a los ganglios linfaticos con resultados muy prometedores [44]. Ademas, las
nanoparticulas de quitosano son de especial interés para la administracion oral de insulina, ya
que la administracion subcutanea presenta algunas desventajas como la falta de cumplimiento
por parte del paciente y la hipoglucemia ocasional. Ademas de que estos tltimos enfoques no

imitan los patrones fisiologicos normales de liberacion de insulina [45].

2.2.5 Fibroina de seda

Debido a su excelente biocompatibilidad y propiedades mecénicas, la SF obtenida de los
capullos de Bombyx mori es un biomaterial atractivo para su uso en aplicaciones biomédicas
tales como nanoparticulas portadoras de farmacos y en ingenieria de tejidos [46]. Este

biomaterial, formulado como particulas, tiene aplicaciones potenciales en medicina por su

78



Capitulo 2

capacidad para adsorber, transportar y liberar una amplia gama de moléculas bioactivas [47].
Como ya se ha comentado anteriormente, las sedas son insolubles en la mayoria de los
disolventes, incluidos el agua, los 4cidos diluidos y las soluciones alcalinas. Hay dos sistemas
de disolventes clasicos para disolver SF: soluciones hidroalcohodlicas idnicas, como una mezcla
de CaCly/etanol/agua (reactivo de Ajisawa) [48] o soluciones acuosas idnicas, tradicionalmente
LiBr 9,3 M o solucién de CaCl al 50% en peso [49]. Estas soluciones requieren ser dializadas
durante 48 h contra agua ultrapura utilizando una membrana de celulosa semipermeable (cut-
off 3.5 kDa) para eliminar sales, pigmentos, péptidos pequenos y otras impurezas de la solucion
de seda. Ambos procesos requieren mucho tiempo y las soluciones son inestables y se agregan
a un estado de gel. Para el almacenamiento a largo plazo, las soluciones acuosas de SF se
pueden liofilizar y redisolver en disolventes organicos como el hexafluoroisopropanol (HFIP).
Sin embargo, estos disolventes son toxicos y extremadamente corrosivos y requieren un
especial cuidado durante su manipulacién [50].

Varios trabajos publicados recientemente en la bibliografia han demostrado la idoneidad de
algunos liquidos i6nicos basados en imidazolio, (ejemplo: [bmim*][CI]) como disolventes para
formar soluciones de SF estables [21]. Dentro de un liquido i6nico, el anién juega un papel
mas importante sobre la solubilidad final de la SF, la cual es atribuida a la capacidad del anién
para interrumpir los enlaces de hidrégeno de las ldminas B presentes en la SF para formar
soluciones (principalmente haldgenos o pequefios carboxilatos) [51]. El uso de ILs como
disolventes tiene la ventaja de que se reduce el numero total de etapas necesarias para el proceso
de disolucién y, ademas, el capullo se puede disolver directamente porque la otra proteina de
la seda, la sericina, también puede disolverse seleccionando el IL adecuado. Sin embargo, la
disolucion completa de SF utilizando los métodos clasicos descritos anteriormente lleva varias
horas, incluso con un calentamiento intenso a 100 °C [21], con la consiguiente pérdida de la
integridad de la proteina. Los tratamientos prolongados provocan la rotura de las cadenas
peptidicas y las malas propiedades mecanicas de los biomateriales resultantes. Por otro lado,
el proceso de disolucion de la seda se puede mejorar aplicando ultrasonidos de alta potencia a
la mezcla SF/IL para acelerar el proceso y afiadiendo agua para reducir la viscosidad. Los
ultrasonidos de alta potencia tienen dos efectos sinérgicos importantes en la mezcla:
calentamiento rapido y rotura eficiente de las fibras al mismo tiempo. Aplicando el método de
precipitacion cominmente utilizado para la coagulacion de una solucion acuosa de SF en un
disolvente orgéanico miscible en agua, es posible obtener particulas de SF regenerada [52].

Lozano-Pérez y colaboradores [23] estudiaron la disolucion de la SF de Bombyx mori en el

estado cristalino de las fibras enteras en IL utilizando un baiio de aceite como fuente de calor.
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La Tabla 2.1 resume los resultados de la cantidad maxima de SF capaz de ser disuelta. La
disolucion completa consume mas de 1 h a 100 °C , como describen Phillips y colaboradores
[21]. Las solubilidades saturadas en peso para SF en cloruros de 1-alquil-3-metilimidazolio
dependen de la longitud del sustituyente alquilo del anillo imidazolio, como se puede observar

en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Solubilidad (% peso) de SF en diferentes IL a 90 °C (calentado en un bafio de
aceite) [23].

IL Solubilidad SF (% p/p) IL Solubilidad SF (% p/p)
[mim*][CI] Soluble (>12%) [eim ][C]] Insoluble*
[emim™][CI] Soluble (>23%) [emim ][EtSO4] Insoluble®
[pmim*][CI7] Soluble (>15%) [emim"][TfO] Insoluble®
[bmim*][CI7] Soluble (>12%) [bmim*][Cs0SO57] Insoluble®
[hmim*][CI17] Soluble (>11%) [bmim*][PFs] Insoluble®
[omim™][CI] Insoluble? ETAN Insoluble?
[dmim™][CI] Insoluble?

2 Después de 24 h a 90 °C.
b Para obtener el nombre completo de los ILs, consulte la tabla de abreviaturas.

Se comprobd que los cloruros de 1-alquil-3-metilimidazolio son capaces de romper los
enlaces de hidrogeno en la SF y son buenos disolventes para la disolucion de la SF cuando la
longitud de la cadena de alquilo es inferior a ocho carbonos [21]. La hidrofobicidad del cation
orgdnico aumenta con la longitud de la cadena alquilica del cation, de modo que los ILs de
cadena alifatica larga no pueden disolver SF. Asimismo, los ILs con aniones altamente
hidréfobos no pueden actuar como disolventes de SF.

Las proteinas de la seda se disolvieron con éxito en los cloruros de 1-alquil-3-
metilimidazolio (donde 1-alquilo es: metil [mim*][CI']; etil [emim*][CI7]; propil [pmim*][CI];
butil [bmim*][CI7] o hexil [hmim*][CI]) utilizando ultrasonidos de alta potencia y limitando la
temperatura a 100 °C. La solubilidad saturada en peso y el tiempo requerido para la disolucion

de la seda en los ILs seleccionados se muestran en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Solubilidad y tiempo necesarios para la disolucion de SF en diferentes ILs [23].

Fibroina de seda (SF) Capullo de seda (SC)

IL So(l;l)) Ii)l/ipd)ad Tiempo (min.) So(l‘l,;l)) Iil/ipd)ad Tiempo (min.)
[mim™][CI] 12.5+0.1 4 12.5+0.1 17
[emim™][CI'] 23.0+0.3 17 18.7+0.6 67
[pmim*][CI7] 152+0.3 14 17.6 £0.1 27
[bmim"][Cl’] 12.7+0.6 5 129+04 24
[hmim"][Cl’] 10.9+0.2 8 11.1£0.3 20

La solubilidad se presenta como el valor promedio + desviacion estandar (n = 3).

En un bafio de aceite a 100 ° C, el proceso de calentamiento térmico de la disolucion de SF
o del capullo de seda (SC) en IL es un proceso que tarda horas, pero en cambio, mediante el
uso de ultrasonidos, se logra una reduccion significativa en el tiempo necesario para completar
la disolucion. La ruptura de la red de enlaces de hidrégeno de la ldmina 3 de las proteinas fue
mejorado considerablemente mediante el uso de ultrasonidos de alta potencia.

Aunque la solubilidad de la SF en [emim"][CI] fue del 23%, para la formacion de particulas
no es conveniente alcanzar una concentracion superior al 10% (p/p), ya que el aumento de la
viscosidad que se produce representa una desventaja para la manipulacion de la disolucion.

La integridad de la SF en las disoluciones de SF/IL se confirmé mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Se encontré que la fragmentacion
de la cadena peptidica que ocurre cuando se utilizan los métodos de disolucion clésicos, se
reduce dréasticamente en el proceso con IL y ultrasonido de alta potencia. En la Figura 2.7 se
puede observar que las masas moleculares de los fragmentos de las disoluciones SF/IL son

practicamente iguales a las del SF presente en la glandula del gusano de seda [53].

81



Capitulo 2

El proceso final de preparacion de SFN a partir de disoluciones SF/IL se resume en la Figura
2.8. El procedimiento se basa en el método descrito anteriormente por Zhang y colaboradores,
con modificaciones [52]. En resumen, a la disolucion de SF/IL recién preparada se le anadio
agua ultrapura para reducir su viscosidad y la disolucién de SF/IL/H>O se verti6 lentamente en
100 mL de metanol frio agitado vigorosamente. Después de algunas gotas, aparecid una
suspension de color blanco lechoso y la suspension se agitdé durante 2 horas. La suspension de
particulas se recuperd mediante centrifugacion a 18.000g durante 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante (libre de particulas) se eliminé y se reservd para el reciclaje posterior del IL. El
precipitado blanco se sometié a sucesivos lavados con metanol fresco y agua ultrapura.
Después de liofilizar las particulas durante 72 h a 0.5 mbar y -55 °C (Liofilizador Edwards

Modulyo 4K), se obtuvieron SFN en forma de polvo seco. Se utilizé un rotavapor a 80 mbar y

Figura 2.7. Electroforesis en gel
de poliacrilamida-dodecilsulfato
de sodio de los componentes
proteicos de la fibroina de seda
(SF) y los capullos de seda blanca
(SC) después del wuso de
ultrasonidos de alta potencia en las
soluciones SC/IL o SF/IL con IL:
[bmim*][CI], [pmim*][CI],
[emim][CI], [hmim"][CI] vy
[mim*][CI] [23].

80 °C para recuperar el IL de las fracciones metandlica y de agua.
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Figura 2.8. Esquema del proceso general de disolucion de SF, utilizando IL y ultrasonidos,
y la consiguiente preparacion de SFN a partir de la disolucion SF/IL [23].

En general, la disolucion de SF en ILs se puede regenerar como nanoparticulas vertiendo
una disolucion de SF/IL en un exceso de un disolvente organico polar. En este caso, se utilizd
metanol para la regeneracion de SF. Cuando la IL se disuelve en metanol a partir de la
disolucion SF/IL, la SF cambia de forma de espiral aleatoria y hélice a a forma de ldmina 3
antiparalela mediante la reconstitucion de la red de enlaces de hidrogeno de las cadenas de
proteinas [52].

Las particulas se caracterizaron por dispersion dinamica de luz (DLS) y espectroscopia
infrarroja (FTIR). La estabilidad de las particulas se estudi6 en agua purificada a 25 °C y en
Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) (sin suplementacion con Suero Fetal Bovino
(FBS)) a 37 °C. En agua MilliQ a 25 °C, los SFN tenian un tamafio promedio de 170—184 nm
medido por DLS. Los resultados indican que las particulas eran ligeramente mas grandes (183—
341 nm) cuando se dispersaban en DMEM (ver Tabla 2.3); estos resultados concuerdan con

los descritos previamente en la bibliografia correspondiente [52,54].
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Tabla 2.3. Valores comparativos del diametro hidrodindmico medio ponderado por
intensidad (Z-average), indice de polidispersidad (PdI) y potencial-Z de las SFN clésicas
[52] obtenidas a partir del disolvente CaCl,/EtOH/H,0O y los SFN producidos a partir de
una disolucién SF/IL [23].

Agua MilliQ a 25 °C DMEM a 37 °C
Disolvente Z"‘(ffl;‘;g ¢ par P "t‘(’l‘:\i,a)l'za Z"‘(;e;l‘;g ¢ par P"t‘(*:llf\if;l'za
CaClyEtOH/H,0 1742  0.121  -26+1 183+3 0140  -12%1
[mim*][CI] 17744 0153  27+1 2084 0115  -12+1
[emim'][CI] 18143 0230  -26+1 34149 0393 -12+2
[pmim"][CI] 175+4 0129  -28+1 2114 0076 -12+1
[bmim*][CI] 1845 0212 25+1 23564 0245  -12+2
[hmim*][CI] 176+3  0.140  -28+1 2003 0033 -l1+1

2 Promedio + desviacion estandar (n = 5) y tiempos de acumulacién = 100. ® Valor medio.

En la Figura 2.9 se muestra un espectro FTIR comparativo de [bmim*][CI], SFN

regenerada a partir de una solucion SF/[bmim "][Cl'] y SFN regenerada a partir de una solucion

clasica de CaClo/EtOH/H20, obtenidas mediante el método clasico de Zhang [52]. Como se

puede observar, la 1amina B es predominante en particulas con picos a 1230 cm™ (Amida III,

principalmente flexién NH y estiramiento CN en fase), 1516 cm™ (Amida II, principalmente

flexion NH y estiramiento CN fuera de fase) y 1626 cm™ (Amida I, principalmente estiramiento

C=0), que son tipicos de la conformacion de la lamina B [27]. El perfil de SFN fue similar a

los de los SFN obtenidos por inmersion en metanol de SF disuelta en el sistema de disolventes

de Ajisawa [52,55]. Las sefales caracteristicas del IL (1572, 1465 y 1170 cm™) estaban

ausentes en el espectro registrado de SFN obtenidas a partir de la disolucion de SF en

[bmim"][CI7], lo que indica que el IL se elimino eficazmente de las SFN.

2000 3500 3000 ;ﬂ?
javenumber
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Figura 2.9. Espectros infrarrojos
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regenerada a partir de una solucion
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2.2.6 Sintesis de nanoparticulas de fibroina de seda cargadas con curcumina utilizando IL
La curcumina ((1E, 6E) -1,7-Bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dieno-3,5-diona,
Figura 2.10) es un polifenol hidrofobo derivado de la curcuma: el rizoma de la planta Curcuma
longa [56]. Desde el punto de vista quimico, la curcumina es una B-dicetona bis-a, B-insaturada
(también llamada diferuloilmetano) que presenta tautomeria ceto-endlica, con una forma
endlica estable en medios alcalinos y una forma cetogénica predominante en soluciones acidas
y neutras. La curcumina comercial es una mezcla de curcuminoides (aproximadamente 77%
de diferuloilmetano, 18% de demetoxicurcumina y 5% de bisdemetoxicurcumina) [57]. La
Curcuma longa crece principalmente en China e India, aunque también esta presente en el resto
del continente asiatico y se ha utilizado ampliamente en la medicina ayurvédica durante siglos
[58]. Sus efectos farmacologicos mas relevantes son sus actividades antiinflamatorias [59],

anticancerigenas [57], antioxidantes [60] y antimicrobianas [60].

OCHs HsCO

Figura 2.10. Estructura quimica de la curcumina [5].

Aunque se ha demostrado en numerosos estudios que la curcumina es segura, no toxica y
bien tolerada en animales y humanos, no puede administrarse directamente a los pacientes
debido a su escasa solubilidad en agua [56] (valor estimado: 3.12 mg/L a 25 °C [61]). En un
intento por mejorar la eficacia terapéutica de la curcumina, se ha intentado aumentar su
biodisponibilidad. Varios nanoportadores, como nanoparticulas lipidicas solidas [62],
nanoparticulas poliméricas naturales [63] o sintéticas [64] y nanoparticulas inorgénicas [65] se
pueden encontrar en la bibliografia como ejemplos de nanoplataformas para el suministro
intracelular de curcumina. Recientemente, el interés de los investigadores se centra en el uso
de biopolimeros como la SF para encapsular curcumina y otros firmacos similares [66]. Debido
a su pequefio tamaio, las SFN pueden penetrar en los capilares, lo que favorece la absorcion
de farmacos por las células. Ademas, estas SFN son posibles sistemas de administracion
dirigida porque, por ejemplo, pueden administrar especificamente fArmacos antitumorales a las
células tumorales. Varios grupos de investigacion han estudiado la encapsulacioén de curcumina

en SFN mediante diferentes técnicas [67,68].
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El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado este trabajo [5] estudid la sintesis de
SFN cargadas con curcumina (Curc-SFN) con el objetivo de mejorar los métodos usados
anteriormente, utilizando IL (acetato de 1-etil-3-metilimidazolio, [emim‘][AcO]) y
ultrasonidos de alta potencia para disolver la SF. La sintesis de Curc-SFN desarrollada es una
opcion de procesamiento mas escalable y continua que las ya publicadas en la bibliografia. El
farmaco se cargd en las SFN mediante adsorcion fisica, Curc-SFN 1, y mediante
coprecipitacion, Curc-SFN 2, para obtener Curc-SFN.

Para la carga de curcumina por adsorcion fisica, se usaron cuarenta mililitros de una
solucion de curcumina en etanol de 1 mg/mL para dispersar 325 mg de SFN obtenidas a partir
de una disolucion de SF/IL. La suspension se sometio a ultrasonidos durante 5 min y se agito
suavemente a 30 rpm en un agitador orbital durante 24 h. A continuacidn, se centrifugaron las
Curc-SFN 1 durante 15 min a 13400 rpm. Finalmente, se lavaron las Curc-SFN 1 con agua
para eliminar los restos de etanol. El firmaco cargado en las nanoparticulas se determind
indirectamente mediante la medicion de la absorbancia UV de la curcumina a 421 nm en los
sobrenadantes de centrifugacion (etanol y agua) y en la solucion de curcumina inicial.

Para obtener Curc-SFN 2 por coprecipitacion, el farmaco se cargd en las nanoparticulas
durante el proceso de sintesis. En resumen, se disolvid una cantidad exactamente pesada de
curcumina (25 mg) en 3 mL de solucion de NaOH 0,1 M y esta solucion se disolvid
inmediatamente en 5 g de una disolucion de SF/IL preparada previamente (10% en peso). La
disolucion de farmaco-SF/IL se calentd a 60 °C para reducir la viscosidad de la mezcla y se
rocié mediante un spray con nitrogeno sobre 100 mL de metanol agitado. La suspension naranja
se agito durante 2 h antes de centrifugar a 13400 rpm durante 15 min, a 4 °C. En este caso, se
realizaron tres lavados con agua para eliminar la IL y los restos de metanol. Finalmente, las
dispersion fue liofilizada para obtener las SFN secas.

El contenido de carga de f&rmaco (DLC) y la eficiencia de encapsulacion (EE) de las Curc-
SFN 1y Curc-SFN 2 obtenidas se calcularon de acuerdo con las siguientes expresiones a partir

de las medidas de absorbancia UV-Vis de la curcumina:

masa del farmaco en nanoparticulas
DLC = - - 100 (2.1)
masa de nanoparticulas cargadas

masa del farmaco en nanoparticulas

EE =

= 100 2.2
masa inicial del farmaco en la disoluciéon de carga 22
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Como se observa en la Tabla 2.4, los valores de DLC en los ensayos de adsorcion fisica
fueron mas altos que en los experimentos de coprecipitacion, probablemente debido a que la
relacion de masa de curcumina/SF inicial era mucho mas alta en los experimentos de adsorcion
fisica. Sin embargo, los valores de EE fueron aproximadamente del 50% para ambos tipos de
nanoparticulas. DLC y EE estdn en el mismo orden o incluso son mayores que los encontrados

en la bibliografia [69,70].

Tabla 2.4. Carga de farmacos y eficacia de encapsulacion de las Curc-SFN [5].

Curc-SFN 17 Curc-SFN 22
DLC (%) 6.6 +0.1 2.5+0.1
EE (%) 54+ 1 49+ 3

2 Promedio + desviacion estandar (n = 3)

El diametro hidrodindmico medio ponderado por intensidad (Z-average), el indice de
polidispersidad, Pdl y el potencial-Z de todas las nanoparticulas obtenidas se midieron
mediante DLS y andlisis de fase por dispersion de luz (PALS), respectivamente. Todas las
medidas se realizaron en agua ultrapura a 25 °C. Los valores medios de las mediciones
realizadas por triplicado se presentan en la Tabla 2.5. Los resultados mostraron que el Z-
average de las SFNs fue menor que el de las particulas con curcumina, mientras que los valores
de PdI fueron similares e inferiores a 0.15 para todos los tipos de nanoparticulas, resultando
distribuciones de tamafio practicamente monodispersas. El Potencial-Z de las nanoparticulas
con y sin curcumina fue altamente negativo y del mismo orden de magnitud, lo que indica su
elevada estabilidad coloidal y superior a los valores encontrados en estudios previos que
sintetizan SFN por métodos clasicos [52,69], lo que refleja la mejora de la estabilidad de las

SFN y, por tanto, de las Curc-SFN obtenidas con este nuevo procedimiento.

Tabla 2.5. Caracterizacion fisica de las Curc-SFN [5].

Potencial-Z (mV) ? Z-average (nm) * PdI®
Curc-SFN 1 -43+3 166 + 1 0.114 +0.003
Curc-SFN 2 46+ 5 17143 0.106 +0.017
SFN 41 +1 158+2 0.132+0.011

2 Promedio = desviacion estandar (n = 3)

87



Capitulo 2

La morfologia de las nanoparticulas se examindé mediante microscopia electronica de
barrido por emision de campo (FESEM). Como se puede observar en la Figura 2.11, SFN y
Curc-SFN 1 presentan morfologia nanoesférica. Sin embargo, las Curc-SFN 2 tienen una forma
alargada. Las micrografias de FESEM mostraron tamafios mas pequefios que las mediciones
de DLS. Esto podria deberse al hinchamiento de las nanoparticulas en la suspension en agua
emplada para las medidas de DLS. Esta diferencia también se ha observado en investigaciones

anteriores [52,69].

Figura 2.11. Imagen de microscopia electronica de barrido de emision de campo de A)
SFN B) Curc-SFN 1 and ¢) Curc-SFN 2 [5].

Las Curc-SFN obtenidas en este trabajo mejoraron la actividad antitumoral de la curcumina
hacia las dos lineas celulares tumorales diferentes estudiadas (carcinoma hepatocelular, Hep3B
y neuroblastoma humano, Kelly Cells), mientras que la viabilidad de las células sanas (células
madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea humana, hBMSCs) no disminuyd, lo que
amplia la posibilidad de utilizar estas SFN, que han sido sintetizadas por un proceso facilmente
escalable a la industria, como sistemas futuros para otros farmacos de naturaleza hidrofilica o

hidrofébica, como la curcumina.
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2.3. Conclusiones

El procesamiento de biopolimeros con IL es una tecnologia nueva y emergente para la
sintesis de nanoparticulas. Los IL presentan una presion de vapor negligente, son no
inflamables y facilmente recicalbles, una combinacion que los categoriza como disolventes
“verdes” y seguros para el operario. Hemos discutido el uso de diferentes biopolimeros, como
celulosa, xilano, almidon, quitosano, queratina y SF, para la obtencion de nanoparticulas en
procesos que involucran ILs. Se han sintetizado SFN mediante una nueva metodologia que
utiliza ultrasonidos de alta potencia para mejorar la disolucion de la proteina en el IL. A partir
de una disolucion de SF/IL, se obtuvieron SFN mediante la regeneracion de la SF en un
disolvente orgénico polar. Las SFN mostraron un alto contenido en lamina B, similar al de las
fibras nativas de SF. De esta manera, grandes cantidades de seda se pueden convertir en
biomateriales directamente a partir de la disolucion de SF/IL, para su uso en una amplia gama
de aplicaciones. Centrandose en la aplicacion biomédica, las Curc-SFN se sintetizaron con
¢xito mediante dos procedimientos respetuosos con el medio ambiente que utilizan IL y
ultrasonidos de elevada potencia para disolver la SF. Se obtuvieron valores elevados de DLC
y EE en ambos casos en comparacion con los de la bibliografia. Las SFN y las Curc-SFN
obtenidas mostraron una estrecha distribucién de tamafos, con un diametro hidrodinamico
<175 nm, y un potencial-Z elevado (en términos absolutos), lo que las convierte en excelentes

nanoportadores para su uso en tratamientos terapéuticos
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Capitulo 3
Influencia del proceso de desgomado en las propiedades de

las nanoparticulas de fibroina de seda

Resumen: Varios estudios previos han demostrado que el proceso que se utiliza para la
eliminacioén de sericina de la seda, conocido como desgomado, tiene un gran impacto en la
integridad de la SF y, en consecuencia, en las propiedades mecanicas y/o bioquimicas de los
biomateriales obtenidos a partir de dicha proteina (por ejemplo, fibras, peliculas o scaffolds).
Sin embargo, no hay referencias que describan la influencia de este proceso en las propiedades
finales de las SFN. Esta es la razon por la que en este capitulo se estudia la influencia de cuatro
diferentes métodos de desgomado sobre las propiedades de las SFN. En esta parte del trabajo,
los capullos de seda fueron desgomados siguiendo cuatro métodos estandar: autoclave,
ebullicion alcalina corta (NaxCO3), ebullicion alcalina larga (Na;COs3) y ultrasonidos. Las
fibras de SF resultantes se disolvieron en el IL acetato de 1-etil-3-metilimidazolio y se
utilizaron para la sintesis de nanoparticulas por desolvatacion rapida en disolventes organicos
polares. Las eficiencias relativas de los procesos de desgomado y la integridad de las fibras de
SF obtenidas se analizaron mediante la pérdida de masa, microscopia Optica, analisis
termogravimétrico, espectroscopia infrarroja y SDS-PAGE. El tamafio y la morfologia de las
particulas se analizaron mediante microscopia electronica de barrido y dispersion dinamica de
luz. Los resultados mostraron que los diferentes tratamientos tuvieron un impacto notable en
la integridad de las cadenas de SF, como lo confirma la electroforesis en gel, que puede
correlacionarse con el tamafio medio de las particulas y los cambios en la distribucion del
tamano. El tratamiento prolongado (2 h) de ebullicion en solucidn alcalina (Na,COs3 0.02 eq/L)
condujo a las nanoparticulas mas pequefias (156 £ 3 nm) con el potencial-Z mas negativo
(—30.2 £ 1.8 mV). El estudio confirma que los parametros del proceso, tales como la
composicion de la solucidon y el tiempo de la etapa de desgomado, deben controlarse para

alcanzar una reproducibilidad 6ptima en la produccidon de nanoparticulas.

Carissimi, G.; Lozano-Pérez, A.A.; Montalban, M.G.; Aznar-Cervantes, S.D.; Cenis, J.L.;
Villora, G. Revealing the Influence of the Degumming Process in the Properties of Silk Fibroin
Nanoparticles. Polymers (Basel). 2019, 11, 2045.
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3.1. Introduccion

Para la mayoria de las aplicaciones médicas de los biomateriales de seda [1], la SF debe
purificarse eficazmente a partir de los capullos de seda (SC) mediante la eliminacion de la
sericina de seda (SS) por un proceso conocido como desgomado, el cual es un paso clave y
reconocido cominmente como uno de los procedimientos mas importantes en la produccion
de biomateriales a base de seda [2]. La SF purificada se puede disolver en soluciones, como
LiBr 9.3 mol/L [3] o en el reactivo de Ajisawa (CaClo/EtOH/H>0, 1:2:8 en relacion molar) [4],
que es el mas utilizado, pero también en algunos ILs, como cloruro de I-butil-3-
metilimidazolio ([bmim™][Cl]) [5,6] o acetato de 1-etil-3-metilimidazolio ([emim*][AcO])
[7], que son reconocidos como alternativas por ser eficientes y debido a sus interesantes
propiedades como disolventes verdes [8—10]. Los ILs, con aniones halégeno o pequefios
carboxilatos, son capaces de romper la red de enlaces de hidrégeno intra- e intermoleculares vy,
por lo tanto, dispersar las cadenas peptidicas de la SF [5]. La disolucién convencional de SF
en sales altamente concentradas es un proceso que consta de varias etapas que requieren mucho
tiempo y que implica dialisis con agua destilada durante varios dias para eliminar las sales y
obtener una solucion acuosa de SF [3] antes de su regeneracion en estado sélido, en forma de
SEN [4]. Ademas, la solucion acuosa de SF obtenida después de la dialisis es relativamente
inestable incluso a 4 °C, evolucionando a un hidrogel debido a cambios en el pH de la solucion
o un cambio de presion o agitacion [11,12]. Alternativamente, las soluciones de SF en liquido
i6nico pueden ser preparadas de una forma mas rapida y usarse directamente para precipitar
nanoparticulas [6,7] evitando la etapa de dialisis y dando lugar a soluciones de SF mas estables.

Las sericinas de seda forman parte de una familia de proteinas globulares que son solubles
en agua caliente o hirviendo debido a su composicion, abundante en aminoacidos polares, como
la serina o el acido aspartico [13]. El proceso de desgomado se puede realizar utilizando
diferentes metodologias que se basan en las diferencias de solubilidad entre SS y SF [14-17].
En general, se utiliza como medio de extraccion un medio acuoso con temperaturas mayores a
60 °C, preferiblemente alcalino, en el que las SS son solubles y, por tanto, se separan de las
fibras de SF, que permanecen esencialmente insolubles en estas condiciones. Recientemente,
se han publicado varios métodos de desgomado que muestran el efecto de esta etapa critica del
proceso sobre la estructura y las propiedades de la SF para ser utilizada en multiples
aplicaciones [18-25]. Entre los diferentes métodos, se menciona frecuentemente el uso de un
autoclave en diferentes configuraciones: en una solucion acuosa sometida a 121 °C durante 20

minutos [21] o utilizando vapor de agua generado en el autoclave [16]. Si bien estos métodos

99



Capitulo 3

presentan un rendimiento menor, en términos de eliminacion de la SS, que los protocolos que
utilizan la ebullicion alcalina, tienen la ventaja de tener costes de produccion mas bajos
mientras mantienen caracteristicas mecanicas aceptables de las fibras de SF y son muy Ttiles
cuando se intenta recuperar SS sin sal mediante secado por atomizacidén convencional [26,27].
Un método de desgomado utilizado con frecuencia para aplicaciones biomédicas de la SF
consiste en hervir los capullos en una solucion alcalina (NaxCO3 0,02 mol/L) durante 30
minutos [3]. Este método extrae SS muy bien e implica una baja degradacion de la SF, lo que
lo hace util para aplicaciones donde se necesita una alta pureza y una fuerte integridad de la
SF. También se han descrito otros métodos en los que se utiliza la ebullicion durante periodos
mas prolongados, por ejemplo, 120 minutos [28], o mediante extraccion en agua caliente
asistida por ultrasonidos [19] o utilizando una solucién de 8 mol/L de urea a 80 °C durante 120
minutos [21]. Ademas, los trabajos experimentales sobre la eliminacién de SS por diferentes
enzimas proteasas [ 14,29] o acidos orgénicos, como el 4cido tartdrico, también han demostrado
un rendimiento eficiente [30,31].

Segun estudios previos, los diferentes procesos de desgomado afectan a las propiedades de
las fibras de SF [15,19,21,32,33] y también a la produccién de materiales de ingenieria basados
en ésta como peliculas [34-36], scaffolds-3D [28] o materiales electrohilados [37,38]. Varios
estudios han afirmado que el proceso utilizado para el desgomado del SC tiene un fuerte
impacto en la integridad de la SF y sus propiedades mecéanicas después de procesarla en forma
de biomateriales, pero, aun asi, se carece de informacion sobre el impacto de este proceso en
las SFN obtenidas. Se han publicado algunos estudios sobre cémo el desgomado afecta a la
formacion de particulas, pero se han centrado en microparticulas o se ha utilizado solo un inico
método de desgomado para la preparaciéon de las nanoparticulas. Por ejemplo, Wang y
colaboradores [34] han estudiado el efecto sobre la preparacion de microesferas de SF,
sefialando que el método de desgomado (Na>xCO3 30 min o urea 8§ mol/L) tiene un gran efecto
sobre la distribucion del tamafio de las microparticulas, que se manifiesta a través de los
cambios en el peso molecular de la SF. Seib y colaboradores [39] estudiaron el efecto del
tiempo de desgomado (5, 20 y 60 min) sobre la formacion de nanoparticulas concluyendo que
solo la seda desgomada durante 60 min a ebullicion fue capaz de producir nanoparticulas de
manera eficiente por desolvatacion con acetona. Los autores reconocen que se desconoce como
afecta el tiempo de ebullicion a las caracteristicas de las particulas y, en consecuencia, a la
eficacia de las SFN como sistema de administracion de farmacos.

Numerosos estudios han demostrado las excelentes caracteristicas de las SFN como

vehiculo portador de farmacos y biomoléculas [40—44], por lo que su produccion escalable con
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fines comerciales se consideraria factible en los proximos afios. Por ello, es de gran interés
conocer todos los parametros que inciden en la formacion de nanoparticulas con el fin de
estandarizar los procesos de sintesis y controlar sus caracteristicas.

El presente estudio se centra en como el proceso de desgomado afecta a las caracteristicas
estructurales de las SFN (morfologia, distribucion de tamafio, potencial Z y densidad de carga
superficial), con la intencidon de profundizar en los efectos de esta etapa del procesamiento de
la seda en las propiedades de los biomateriales, ayudando a obtener resultados mas
reproducibles [6,12,38,45]. Para evaluar los diferentes procesos de desgomado de la seda y su
posible efecto sobre las SFN, la seda fue desgomada mediante cuatro métodos diferentes que
se encuentran entre los mas representativos de la bibliografia: autoclave (D1), tratamiento
alcalino con Na;CO3 durante 30 minutos (D2) o 120 minutos (D3), y un tratamiento con
ultrasonidos de elevada potencia (D4). El rendimiento del proceso de desgomado se evalud
mediante la pérdida de peso de los SC. La integridad de las proteinas después de los diferentes
procesos de desgomado y disolucion en un IL fue estudiada mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Se realizé una observaciéon morfologica
de las fibras de SF después de los procesos de desgomado mediante Microscopia Optica y
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). La estabilidad térmica de las fibras de SF se
determind mediante andlisis termogravimétrico (TGA-DTA). Los cambios en la estructura
secundaria de las muestras se controlaron mediante el indice de cristalinidad (CI1%) de la
muestra obtenida del andlisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR).
Finalmente, la SF obtenida por cada uno de los métodos de desgomado mencionados se utilizé
para preparar SFN y su morfologia se analiz6 mediante microscopia electronica de barrido por
emision de campo (FE-SEM), mientras que su distribucion de tamafio, potencial Z y densidad

de carga superficial se obtuvo por dispersion dinamica de luz (DLS).

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1 Materiales

Los capullos de seda (SC) se obtuvieron de gusanos de seda Bombyx mori criados en las
instalaciones de sericultura del Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y
Alimentario (IMIDA, Murcia, Espafia) bajo una dieta de hojas frescas y naturales de Morus
alba L. Las pupas dentro de los capullos fueron sometidas a calor seco (85 °C) [45] vy,
posteriormente, las crisalidas intactas se extrajeron manualmente de los capullos antes del

procesamiento de la seda.
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Todos los reactivos y disolventes se adquirieron de Sigma-Aldrich (Madrid, Espaiia) con
la excepcion del metanol (Honeywell, Seelze, Alemania) y el acetato de 1-etil-3-

metilimidazolio ([emim*][AcO]) 95% (lolitec, Heilbronn, Alemania).

3.2.2 Métodos de desgomado

En este trabajo se eligieron cuatro métodos de desgomado que seran descritos a
continuacion. En todos los casos, los capullos de seda fueron cortados con tijeras en pequefias
piezas de ca. 5 mg y agregados a un recipiente con agua MilliQ o solucién Na>COs, segtn el
método de desgomado. Con fines comparativos, la relacion entre SF y disolvente se mantuvo
en 1:200 (p/v) para todos los métodos. Para el método de desgomado en autoclave (D1) [21];
se introdujo un recipiente que conteniendo los capullos cortados en un autoclave Presoclave 11
80 (P-Selecta, Barcelona, Espaia) y mantenido a 121 °C y 15 psi durante 30 minutos. En los
casos de desgomado por ebullicion alcalina corta (D2) [3,38] y desgomado mediante ebullicion
alcalina prolongada (D3) [28]; los capullos cortados fueron introducidos en un vaso de
precipitado y hervidos en una disolucion de Na;CO3 0.02 mol/L durante 30 y 120 minutos,
respectivamente. Las suspensiones se mantuvieron en agitacion con agitadores magnéticos y
fueron ocasionalmente agitadas con una varilla de vidrio para asegurar el desgomado
homogéneo. Finalmente, se utiliz6 ultrasonidos (D4) [19]; los capullos de seda cortados fueron
introducidos un vaso de precipitado con agua MilliQ y sonicados con un equipo Branson
Sonifier SFX-550 (Emmerson Ultrasonic Corporation, Dansbury, CT, EE. UU.) equipado con
una sonda disruptiva y punta plana de 1.27 cm de didmetro. La sonicacion fue aplicada durante
30 minutos con una amplitud del 50% y la temperatura méxima se establecio en 60 °C. En la
Tabla 3.1 se puede encontrar una breve descripcion de los cuatro métodos con las

caracteristicas mas representativas.

Tabla 3.1. Resumen de los métodos de desgomado utilizados.

Referencia Proceso Solvente T (°C) Tiempo (min)
D1 Autoclave Agua MilliQ 121 30
D2 Ebullicion alcalina corta Na,CO; * 100 30
D3 Ebullicion alcalina larga Na,CO;? 100 120
D4 Ultrasonidos con sonda Agua MilliQ 60 60

2 Na,CO; 0.02 mol/L
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Después de cada proceso de desgomado, la SF obtenida de cada lote se lavo dos veces con
1.5 L de agua destilada a 60 ° C durante 5 min para eliminar cualquier SS libre. Posteriormente,
la SF fue secada durante 24 h en una campana de extraccion hasta obtener un peso constante.
Se calculd la pérdida de masa con la ecuacion (3.1) después de los diferentes métodos de
desgomado siguiendo el método descrito anteriormente [24], Mantes del desgomado Y Mdespués del

desgomado SON la masa seca antes y después del desgomado, respectivamente.

Mantes del desgomado — Mdespués del desgomado

Pérdida de masa (%) = ( > x 100 (3.1)

Mantes del desgomado

3.2.3 Preparacion de nanoparticulas de fibroina de seda

La preparacion de SFN se basé en el método descrito por Montalban y colaboradores [7].
En resumen, las fibras de SF obtenidas de los diferentes métodos de desgomado se disolvieron
en [emim'][AcO ] (10% en peso) utilizando ultrasonidos de alta potencia. Posteriormente, con
el fin de reducir la viscosidad de las mezclas, se agregaron 3 mL de agua MilliQ (18 M€/cm)
a 5 g de la disolucion SF-[emim][AcO ]y se calent6 a 60°C. A continuacion, la solucién fue
atomizada en forma de aerosol mediante una boquilla de dos fluidos de 0,7 mm de diametro
interno controlada termostaticamente (de un Mini Spray Dryer B-290, BUCHI Labortechnik,
Flawil, Suiza, N ° de pieza 044698) utilizando N, comprimido (1 bar) en 100 mL de metanol
frio (-20 ° C) suavemente agitado. La suspension resultante se mantuvo en agitacion durante 2
horas y las nanoparticulas se separaron por centrifugacion y varios lavados con metanol (1x) y
agua (3x). Finalmente, las SFNs se liofilizaron utilizando un Freeze Dryer Edwards Modulyo
4K (Edwards High Vacuum International, Crawlet, Reino Unido) a -55 © C y 0,5 mbar durante
72 h. El metanol y el [emim"][AcO] se recuperaron y purificaron del sobrenadante mediante

destilacion simple.

3.2.4  Electroforesis en gel

La electroforesis se realizé con las soluciones de SF en [emim*][AcO ] de acuerdo con el
protocolo de Laemmli [46] con el fin de comparar la integridad de la proteina después de los
diferentes procesos de desgomado. Las diferentes muestras de SF disueltas en el liquido i6nico
como se describid anteriormente, se diluyeron (1% p/v) con agua MilliQ, se mezclaron con
tampon de carga (1:1) que contenia -mercaptoetanol (10% v/v) y se calentaron a 95 °C durante
5 min para conseguir la desnaturalizacion de proteinas. A continuacion, las concentraciones de

proteina se unificaron a 50 pg de muestra por carril y la electroforesis se realizé siguiendo el
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protocolo descrito por el fabricante en un sistema de electroforesis horizontal Amersham ECL
Gel (codigo n.o. 28-9906-08) (GE Healthcare Europe, GmbH, Freiburg, Alemania) conectado
a una fuente de alimentacién BioRad a 100 V (BioRad, Hercules, CA, EE. UU.) mediante el
uso de un gel de acrilamida con un gradiente de 4-20% en peso para una mejor resolucion de
proteinas (Amersham GE, c6digo n.o. 28-9901-59) y 250 mL de un tampo6n de funcionamiento
en gel Amersham ECL, (Codigo n.o. 28-9902-52). Como referencia, se cargd una alicuota de
5 uL de marcador de peso molecular ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE.UU.). Después de la electroforesis, los geles se tifieron con azul brillante de
Coomassie al 0.25% (Acros Organics, Geel, Bélgica), se fijaron, se decoloraron en una mezcla

de etanol/agua y se fotografiaron para su analisis.

3.2.5 Caracterizacion de fibras y nanoparticulas de fibroina

Para la caracterizacion morfologica de la SF y las SFN, las imdgenes de microscopia
electronica se registraron mediante un SEM JEOL JSM 6100 (Tokio, Japén) y FE-SEM
Thermo Scientific Apreo S (Brno, Republica Checa), respectivamente. Para las muestras de
SF, las fibras se pegaron en un trozo de aluminio con una fina pelicula de carbono
autoadherente y luego se recubrieron con una capa de oro de ca. 10 nm de espesor. E1 SEM fue
operado a 20 kV. Para las SFN, una gota de la dispersion fue depositada en un disco de mica
(V1 del mas alto grado, Ted Pella, inc., Redding, CA, EE. UU.), se secd al aire y luego se
pulverizd con platino durante 5 minutos, lo que resulté en un espesor de pelicula de 5.13 nm.
(Leica, EM ACE600, Leica Microsystems Inc, Concord, ON, Canad4). Los discos de mica
fueron pretratados retirando las capas superiores con cinta adhesiva tres veces antes de colocar
la muestra.

Las propiedades térmicas de la SF se midieron mediante un analizador gravimétrico térmico
(TA instruments, SDT 2960 simultaneo TGA-DTA, Waters LLC, New Castle, DE, EE. UU.)
en un rango de temperatura de 25-800 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
bajo una atmodsfera de nitrogeno inerte en un recipiente abierto. La pérdida de peso y la
diferencia de temperatura entre la muestra y una referencia inerte se registraron y representaron
simultdneamente frente a la temperatura para el andlisis termogravimétrico (TGA) y el analisis
térmico diferencial (DTA), respectivamente.

Los espectros de infrarrojos fueron obtenidos por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con reflexion total atenuada (ATR-FTIR) con el fin de comparar el
efecto de los diferentes procesos de desgomado sobre el indice de cristalinidad (CI1%) de las

muestras [47,48]. Los espectros ATR-FTIR se registraron en un espectrémetro Nicolet iS5
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acoplado a un modulo ATR iD7 de cristal de diamante (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.). Se utiliz6 el software OMNIC V9.9.471 (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.) para controlar el equipo y el postprocesamiento de los datos espectrales,
incluidas las correcciones de linea base y ATR. Las mediciones se realizaron con una
resolucion de 4 cm™ en el rango espectral de 4000—550 cm™ mediante la recopilacion de 64
barridos utilizando una apodizacion N-B fuerte y correccion de fase Mertz. Un blanco fue
recogido antes de cada medida. Todas las muestras se secaron al vacio antes de la evaluacion
para minimizar la contribucion de agua a los espectros.

El C1% de las muestras de SF se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

c . . _ A1e0
Indice de cristalinidad (CI%) =

x 100 (3.2)
A1235

donde A0 y Ai2ss representan la absorbancia medida a 1260 y 1235 cm’,

respectivamente, después de realizar una correccion de la linea base (En la Figura S3.1 de la
informacion suplementaria al final de este Capitulo, se presenta un ejemplo de la linea de base
trazada en la banda de absorcion Amida III para el calculo del CI).

La caracterizacion de las nanoparticulas en cuanto a su tamafio y caracteristicas
superficiales se realizo mediante DLS utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP
(Malvern Intruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido), equipado con un laser de 4 mW de
potencia con una longitud de onda de 633 nm. El diametro hidrodindmico medio ponderado
por intensidad, expresado como Z-average, y el potencial-Z se midieron mediante técnicas
DLS y PALS, respectivamente. Se observo que las muestras no absorbian a 633 nm en las
condiciones de medicion. Se prepar6 una dispersion de SFN de 1 mg/mL en una disolucién 1
mM de NaCl mediante tratamiento de 1 minuto de ultrasonidos a una amplitud del 30% con
pulsos de 15 s antes y se cargd a una celda capilar desechable DTS1070 para medidas de
potencial Z (Malvern Intruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido). La luz retrodispersada se
midi6 a 173° con respecto a la fuente después de 120 s de tiempo de equilibrio a 25 °C. El
software integrado de Malvern calcula el Z-average y la distribucion de tamafio a partir del
ajuste de la funcion de autocorrelacion mediante analisis de cumulants y multiples
decaimientos exponenciales por minimos cuadrados no negativos (propdsito general en las
opciones del software Malvern), respectivamente. Los resultados de tamafio mostrados son el
promedio de 3 medidas, donde cada una consistio en 12 ensayos de 10 s cada uno sin tiempo

de espera entre las medidas. El potencial Z se calculé mediante la ecuacion de Henry utilizando
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la movilidad electroforética de las SFN. Se asumi6 la aproximacion de Smoluchowski (ko =
1.5). Los resultados del potencial Z son el promedio de 6 medidas tomadas de forma totalmente
automatica por el software con un minimo de 12 ejecuciones.

La densidad de carga superficial (p) de una particula coloidal esférica se obtuvo siguiendo
el método propuesto por Makino y Ohshima a partir del potencial-Z y la fuerza iénica del medio
[49].

Las ecuaciones detalladas y los valores de los pardmetros utilizados para el calculo de la
densidad de carga superficial se describen en la informacion complementaria (véase la Tabla

S3.1).

3.2.6 Andlisis Estadistico

Los datos se presentaron como media = desviacion estandar, calculados a partir de tres
muestras independientes por condicion de desgomado. Los andlisis estadisticos fueron llevados
a cabo mediante el software Graphpad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.
UU.). Como se cumplieron la normalidad (Kolmogorov-Smirnov, p> 0.05) y la
homocedasticidad (Levene, p> 0.05), la significancia estadistica se determin6 utilizando las
pruebas paramétricas de Tukey (p <0.05) y ANOVA (p <0.05) para las comparaciones de dos

0 mas grupos, respectivamente.

3.3. Resultados y discusion
3.3.1 Resultados del Desgomado

Los SC y la SF obtenida después del proceso de desgomado fueron pesados y sus
diferencias de masa se presentan en la Tabla 3.2. De los resultados obtenidos, la pérdida de
peso sigue la serie D4 <D1 <D2 <D3. Los métodos D1 y D2 lograron una pérdida de peso
similar, de 31 y 32.4%, respectivamente. El método D3 muestra una mejora notable en la
severidad del tratamiento en términos de tiempo con respecto al D2, y la pérdida de peso
alcanzo el 44.4%, la més alta de los diferentes métodos ensayados. El método D4 produjo la
menor pérdida de masa, con solo el 25.9%. Suponiendo que solo el 25-30% del peso total en
los capullos corresponde a la fraccion SS [13,50,51], podemos inferir que no solo se ha perdido
sericina en el tratamiento D3, sino también parte de la SF, debido a las severas condiciones a

las que se somete a las fibras, un fenémeno previamente descrito [24].

106



Capitulo 3

Tabla 3.2 Eficiencia del desgomado expresada en términos de pérdida de masa e indice de
cristalinidad (CI) de las muestras de SF: D1) Autoclave, D2) Na,COs 30°, D3) Na,CO;
120" y D4) Ultrasonidos.

Muestra Pérdida de masa (% p/p) ? CI (%)?

SC ext/int? - 49.3/50.7 £ 0.5/0.8
SF-D1 31.3+0.5 59+2
SF-D2 324+0.8 56+3
SF-D3 444+1.0 59+2
SF-D4 259+1.2 52+1

® Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar, n = 3.

bext. e int. representan la cara externa e interna del capullo, respectivamente.

La integridad de la fibra de SF tras los diferentes tratamientos de desgomado fue estudiada
mediante microscopia electrénica de barrido. Como se puede observar en la Figura 3.1, existen
notables diferencias en la superficie de las fibras de SF, debido al dafio relativo sufrido durante
cada tratamiento.

Las imagenes de las muestras de SF a dos aumentos presentaron diferencias visibles en la
superficie de las fibras. Se puede observar que la muestra SF-D1 muestra una superficie
mayoritariamente lisa, pero que aun presenta pequefios restos de SS adheridos a las fibras. La
muestra SF-D2 present la superficie mas lisa, casi completamente libre de SS. La muestra SF-
D3 reveld una estructura muy dafiada, sin signos claros de SS, pero completamente recubierta
con microfibras desprendidas. Estas irregularidades reflejan la intensa degradacion producida
por este método de desgomado. Por su parte, la muestra SF-D4 no presenta microfibras
desenredadas, pero la superficie irregular revel6 la presencia de SS, como ha sido publicado

anteriormente para este método de desgomado [52,53].
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Figura 3.1. Imagenes comparativas
obtenidas con microscopia electrdnica
D1) de barrido a dos aumentos de las fibras
de SF desgomadas por los procesos:
(D1) Autoclave, (D2) Na>COs 30", (D3)
Na,CO; 120" y (D4) Ultrasonidos.

(Barra de escala: 20 um).

D4)

3.3.2  Analisis del indice de cristalinidad de la fibroina de seda

La determinacion del CI (%) por espectroscopia ATR-FTIR es una herramienta util para
evaluar el efecto del proceso de desgomado debido a las notables diferencias de las estructuras
secundarias de las SS y la SF [54], que se traducen en marcadas diferencias en la banda amida
II1 [55,56]. Se espera que los valores de CI aumenten a medida que se elimina SS debido a que
la SF presenta una estructura mas cristalina que las SS [57,58]. El CI% se calcul6 con la
relacion de las bandas de absorcién a 1260 cm™ (estructuras cristalinas, lamina B) [59] y 1235
cm™! (estructuras amorfas, ovillo estadistico) [60] de los espectros registrados (ver Figura S3.1).
Los resultados para el CI% de las diferentes muestras se muestran en la Tabla 3.2. Todas las
muestras de SF mostraron un aumento de CI con respecto al SC, como era de esperar. No es
de extrafiar que SF-DI1 y SF-D3 presentaran los CI mas altos, ambos del 59%, pero,
probablemente, debido a diferentes factores. Por un lado, el tratamiento con carbonato alcalino
tiene el potencial de degradar parcialmente las fibras de SF, especialmente aquellas regiones

con menor cristalinidad, resultando en un aumento en el CI global, un efecto publicado
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previamente en la bibliografia [47]. Este resultado estd de acuerdo con la mayor pérdida de
masa entre las muestras (44,4%) observada durante el tratamiento. Por otro lado, el proceso de
autoclave con alta presion y alta temperatura induciria un aumento en el contenido total de la
lamina a través de un proceso de reordenamiento interno de las cadenas facilitado por
moléculas de agua también descrito por Xu y colaboradores [61]. El método D2 dio lugar a un
aumento moderado del C1% (56%) en comparacion con D1, con una pérdida de masa similar.
La SF desgomada por ultrasonidos mostro el C1% mas bajo (52%), lo que se correlaciona bien
con el hecho de que es la muestra con menor pérdida de masa (25.9%), y las SS probablemente

todavia estén adheridas a la superficie de la SF, disminuyendo el valor del CI global.

3.3.3  Electroforesis en gel

El efecto del método de desgomado sobre el peso molecular (Mw) de las cadenas de SF fue
estudiado mediante electroforesis en gel, y el resultado se muestra en la Figura 3.2. La SF
nativa consiste en una cadena pesada (H), una cadena ligera (L), y una glicoproteina (P25), y
sus respectivos pesos moleculares son 391, 26 y 24 kDa (30 kDa, si incluimos los
oligosacaridos). Las cadenas H y L estan unidas por un puente disulfuro [62] y seis de estos
dimeros se unen a una unidad de P25 en una relacién molar de 6:6:1 [63]. Esta proteina, P25,

fue solo ligeramente visible en el gel de electroforesis (Figura 3.2.) en el carril de SF-D4.

Mw  SF-D1 SF-D2 SF-D3  SF-D4 Mw
j

Figura 3.2. Electroforesis en gel de
dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-
PAGE) Analisis de los componentes
proteicos de la SF después de los
diferentes procesos de desgomado:
(D1) Autoclave; (D2) Ebullicion
alcalina corta; (D3) Ebullicion alcalina
intensiva y (D4) Sonda de ultrasonidos.
Carrii MW: Marcador de peso

molecular.
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Las muestras de SF estudiadas presentaron grandes diferencias entre ellas, como se aprecia
en la electroforesis de la Figura 3.2. La muestra SF-D1 mostr6 una degradacion a lo largo de
todo el carril y se pueden observar bandas claras a 26 y 15 kDa. Por su parte, SF-D2 mostro
una degradacion de color que abarca la zona de tamaiios de desde 140 kDa hacia abajo; la
cadena L de SF es claramente visible a 26 kDa y una marca tenue a 15 kDa. La muestra SF-D3
presentd una distribucion continua de tamafio entre 100 y 10 kDa con una zona mas oscura
entre 30-40 kDa, y no se detectaron bandas a 26 o 24 kDa. Por ultimo, la muestra SF-D4 mostrd
una degradacion heterogénea a lo largo de todo el carril con zonas mas oscuras a 140, 100 y 50
kDa y bandas claras a 26 y 15 kDa.

Las zonas difuminadas de color que se observan en la distribucion del peso molecular
medio-alto pueden interpretarse como fragmentos de la cadena H como resultado de la
degradacion del proceso de desgomado [26]. Se considera que el método D1 es el tratamiento
menos agresivo para la SF, que se denota por la baja intensidad de la mancha en el carril, con
solo una pequefia fraccion de la cadena H degradada que entra al gel, mientras que la fraccion
principal de la proteina no pudo ingresar al gel debido al tamafio de las cadenas. Por otro lado,
la cadena L de 26 kDa es claramente evidente, lo que acentua la hipotesis del tratamiento D1
que produce una menor degradacion de la SF. Se han publicado resultados similares para el
desgomado en autoclave [21]. Las muestras SF-D2 y SF-D4 presentaban una degradacion de
color moderadamente oscuro en la parte superior del gel (ca. 260-50 kDa) similar al descrito
previamente [6], con bandas a 120 kDa (SS) [64], 50 kDa (Cadena H de SF), 35 kDa (cadena
H de SF), 26 kDa (cadena L de SF) y 15 kDa (SS) [13]. Las colecciones de bandas y el
difuminado en la parte superior del gel confirmaron la degradacion de la cadena H de SF y la
SS restante, como se observa en las imagenes del microscopio Optico y electronico. Esto fue
especialmente evidente para SF-D4 como muestran las imagenes SEM (Figura 3.1) y el bajo
CI%. La SS comprende una gran familia de proteinas, y se pueden clasificar en tres grupos
segun su posicion en la fibra, las capas externa, media e interna. Las capas internas contienen
las proteinas mas pequefias y menos solubles en agua. Estas capas internas de SS tienen un

peso molecular de 14.4 kDa [13]. Las bandas de 15 kDa observadas para las muestras SF-D1,
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SF-D2 y SF-D4 podrian corresponder a estas proteinas de SS internas. Este hecho se
correlaciona con las imagenes de microscopia Optica, donde las muestras SF-D1 y SF-D2
presentaron pequefios restos de SS todavia adheridos y SF-D4 presentd bandas de SS con pesos
moleculares mayores. Entre los tratamientos estudiados, la ebullicion alcalina durante 120
minutos produjo la mayor degradacion de las cadenas H y L, ya que no se pudieron identificar
signos de fragmentos de alto peso molecular (> 100 kDa) o bandas de cadenas ligeras a 26 kDa.
Este tratamiento estrecha la distribucion del peso molecular y lo concentra en la parte inferior
del rango.

Mediante el andlisis del gel, se concluye que los diferentes tratamientos de desgomado
produjeron distintos grados de degradacion de las cadenas de SF siguiendo la serie: D1 <D4
<D2 <D3. Asi, la ebullicion alcalina durante 120 min resulto ser el proceso mas agresivo para

el desgomado de SF, lo que coincide con otros autores [16,32].

3.3.4 Propiedades Térmicas

Los resultados obtenidos para TGA-DTA de los SC y las SF después de los cuatro procesos
de desgomado diferentes se muestran en la Figura 3.3, junto con la temperatura de
descomposicion media (Tam) indicada por el maximo de la primera derivada. La Tam
corresponde a una transicion endotérmica (méximo negativo de la curva DTA). La pérdida de
masa en la primera transicion a T <100 °C, se atribuye a la evaporacion del agua. Como puede
observarse, en todos los casos, el porcentaje de residuos en peso se reduce drésticamente
después de 315-319 °C debido a la degradacion de la SF, que se atribuye a la degradacion
térmica de las estructuras ordenadas en lamina 3 [65]. Los dos métodos de desgomado suave
para la SF (D1 y D2) mostraron una Tam igual a 319 °© C. Las fibras desgomadas por los
tratamientos mas agresivos, procesos D3 y D4, mostraron la menor Tam a 315 y 316 ° C,
respectivamente. Comparativamente, la muestra del SC mostré una Tam significativamente mas
elevada, que alcanzo los 330 °C (Figura 3.3e). Esta mayor estabilidad térmica del capullo ha

sido descrita previamente [2].
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Figura 3.3. Analisis Termogravimétrico y Diferencial Térmico (TGA-DTA) de los SC y
las fibras de SF después de los diferentes procesos de desgomado: (a) D1, Autoclave; (b)
D2, Na,CO; 30'; (¢) D3, Na,COs 120'; (d) D4, Ultrasonidos; (¢) SC, capullo de seda y (f)

curvas TGA de todas las muestras.

3.3.5 Tamario y morfologia de las nanoparticulas de fibroina de seda

Las cuatro SF desgomadas se procesaron para producir SFN como se indica en la seccion
experimental, y sus caracteristicas hidrodinamicas fueron determinadas por DLS para evaluar
como el proceso de desgomado afecta a la distribucion de tamafio final, el Pdl, el potencial Z
y la densidad de carga superficial de las nanoparticulas resultantes. La distribucion de tamafio
y las imdgenes FE-SEM de las SFN se muestran en la Figura 3.4, y los valores de Z-average y
Pdl, calculados con el enfoque de cumulants, se presentan en la Tabla 3.3. Todas las SFN

presentaron una distribucion de tamafios monomodal con valores bajos de PdI (<0.2). En las
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imagenes de FE-SEM, las SFN aparecieron como grupos de nanoparticulas con una morfologia

casi esférica.

No obstante, hubo diferencias significativas tanto en el Z-average como en las

distribuciones de tamafo entre las muestras de SFN (p <0.05). Como se muestra en la Tabla

3.3, tanto el Z-average como el PdI de las nanoparticulas variaron en el orden: D1> D4> D2>

D3, siendo D3-SFN la muestra que presentd la distribucion de tamafio més estrecha y el Z-

average mas pequeiio de todas las muestras, lo que correlaciona con ser la muestra con mayor

degradacion de la SF observada en el analisis de electroforesis en gel. Por tanto, la longitud de

las cadenas de péptidos afectaria al tamafio final de las nanoparticulas. Cuanto menor sea el

tamafio de las cadenas de péptidos, mas pequefias seran las nanoparticulas resultantes.

Tabla 3.3. Diametro hidrodindimico medio ponderado por intensidad (Z-average), indice

de polidispersidad y potencial-Z de las SFN obtenido mediante la SF obtenida a partir de
los procesos de desgomado: (D1) Autoclave, (D2) Na,CO; 30°, (D3) Na,CO; 120" y (D4)

Ultrasonidos.
Z-average Potencial-Z, Densidad de.carga Cargas
Muestra (nm)"* Pdl (mV)* superficial negativas
(C/m?) (mM/g)
SFN-D1 214+ 4 0.185+0.003 26+ 1 —2.16£0.04-1073 4.48-101
SFN-D2 179+ 1 0.146 + 0.008 -30+2 —2.53+£0.12-1073 6.29-10"
SFN-D3 156 +3 0.087 + 0.002 -30+2 ~2.57+0.06-1073 7.31-107
SFN-D4 207 £ 4 0.152 £ 0.004 2542 —2.01 £0.06-1073 4.32-107!

2 Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar, n = 3.
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Figura 3.4. Iméagenes de microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-
SEM) de SFN con su correspondiente distribucion de tamafio en intensidad medidas por
dispersion dindmica de luz (DLS) preparadas a partir de SF desgomada por: (D1) autoclave,
(D2) NaxCOs3 307, (D3) Na,COs 120 y (D4) Ultrasonidos. Barra de escala = 200 nm.

Todas las muestras presentaron un potencial Z negativo que vari6 entre -24.7 y -30.2 mV
(Tabla 3.3) que refleja la estabilidad de las suspensiones acuosas de nanoparticulas debido a
las fuerzas de repulsion electrostatica entre particulas cargadas negativamente. Las
nanoparticulas obtenidas de las fibras de SF desgomadas con el método alcalino presentaron

potenciales Z similares, pero mas altos en valor absoluto que los tratamientos que utilizan “solo
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agua”. Este hecho puede explicarse por el mayor valor de pH del disolvente en el tratamiento,
que podria producir un mayor nimero de grupos carboxilo desprotonados, confiriendo una
carga neta mas negativa a las SFN.

La densidad de carga superficial puede ser un parametro mas descriptivo del efecto del
tratamiento de desgomado sobre las caracteristicas de las nanoparticulas porque su calculo no
utiliza solo el potencial Z sino también el tamafio de las nanoparticulas. Como se observa en la
Tabla 3.3, la densidad de carga superficial alcanza valores de aproximadamente 2.5- 107> C/m?.
Las nanoparticulas obtenidas a partir de SF desgomadas en tratamientos solo con agua
presentaron una densidad menor en torno a 2.0-10~ C/m?. Considerando las nanoparticulas
como esferas con un didmetro equivalente al Z-average, se puede calcular la concentracion de
cargas negativas por unidad de masa, que vari6 desde 7.31-10"! umol/g para SFN-D3 hasta
4.32:107" pmol/g para SFN-D4. El aumento del nimero de grupos carboxilato accesibles al

disolvente facilita la funcionalizar las nanoparticulas.

3.4. Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar los efectos de cuatro métodos de
desgomado: autoclave, ebullicion alcalina corta e intensiva (30 y 120 min, respectivamente) y
ultrasonidos de alta potencia, sobre la integridad de la SF y, en consecuencia, sobre las SFN
obtenidas. Se planted la hipdtesis de que, con una mayor degradacion, se podrian lograr
nanoparticulas mas pequefias, debido a que cadenas de polimero mas pequefias son utilizadas
como bloques de construccion.

La integridad de las fibras de SF se analizd6 mediante electroforesis en gel, donde se
interpretd que las distribuciones de peso molecular mas pequefias reflejaban un mayor grado
de degradacion. El método de autoclave fue el menos agresivo en cuanto a la integridad de la
SF, al tiempo que produjo una buena eliminacion de la SS. Se observo que los métodos
alcalinos eran mas agresivos con la SF en comparacion con el resto de los tratamientos. Un
aumento en el tiempo de procesamiento alcalino conlleva un aumento de la degradacion de la

SF, reduciendo atn mas la distribucién del peso molecular, como se esperaba. Si bien se
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detectaron pequefias cantidades de SS cuando las fibras de SF se trataron con el proceso suave,
no se observaron restos de SS después del proceso alcalino largo. El método de ultrasonidos
tuvo un rendimiento inferior en términos de eliminacion de SS en las condiciones
experimentales utilizadas en este trabajo, pero produjo un dafio comparativamente menor en
las fibras de SF. Se observo un aumento general en la estructura de la lamina B durante la
preparacion de SFN, con la consiguiente reduccion de estructuras menos ordenadas (hélice o o
estructuras irregulares).

Los resultados mostraron que una mayor degradacion de la SF condujo a una reduccion en
el tamafio medio y la distribucion de tamafio de las SFN. Sin embargo, los cambios
significativos en el potencial Z y la densidad de carga superficial entre las SFN procedentes de
diferentes tratamientos pueden atribuirse a la naturaleza de los disolventes utilizados para el
desgomado (es decir, solucion alcalina o agua ultra pura).

Aunque segun la bibliografia, el desgomado con solucion de carbonato de sodio durante 30
minutos es el mejor proceso de desgomado para la produccion de biomateriales implantables
de SF [24], permitiendo retener la integridad del SF y lograr la eliminacion completa de la SS,
para la preparacion de nanofarmacos como sistemas de administracion, el tratamiento severo
D3 es el proceso de desgomado mas eficaz, no solo por el tamaiio y el potencial Z, sino también
por el aumento de los grupos carboxilato en SFN-D3, que mejora la disponibilidad de sitios
reactivos en la superficie de la particula. Estos grupos carboxilato se pueden funcionalizar
facilmente mediante el acoplamiento de carbodiimida [66], proporcionando una superficie mas
favorable como sistema de administracion de firmacos basado en nanoportadores.

Como observacion final, el método de desgomado empleado para la purificacion de la SF
resultd ser un paso clave en el protocolo utilizado para la preparacion de SFN, ya que la
integridad de la proteina afecta al tamafio medio, la distribucion del tamafio y la densidad de

carga superficial de las particulas.
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Caracterizacion morfologica, fisicoquimica y estructural de fibras de SF' y SFN

Figura S3.1. Ejemplo de linea base
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Cdlculo de la densidad de carga superficial (p) de una particula esférica coloidal
Para una nanoparticula con densidad de carga superficial constante, la densidad de carga
superficial es un parametro mas caracteristico que el potencial Z, Y,, porque para tales

particulas el potencial Z no es constante y depende de la concentracion de electrolito. El método

se basa en la siguiente ecuacion:

1
ze 2
_ 2ee0kkT (zewo) 1 1 1 8In[cosh () (53.1)

ze kT ) | T *a coshZ (zewy /akT) T (ka)? sinhZ(zewq/2KT)

Donde k es el parametro de Debye-Hiickel definido por:

1
_ [1000e2N,(2D)] /2
K= I T l (53.2)

y k es la constante de Boltzmann, 7T es la temperatura absoluta, & es la permitividad relativa
del solvente, &) es la permitividad del vacio, £’ es la permitividad, N4 es el nimero de Avogadro,
e es la carga eléctrica elemental, / es la fuerza idnica; a es el radio de las nanoparticulas

esféricas, ¥ es el potencial-Z y z es la valencia del electrolito. Todos los valores de los
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pardmetros utilizados para el calculo de la carga de densidad superficial se muestran en la Tabla

S3.1.

Tabla S3.1. Lista de parametros utilizados para calcular la densidad de carga superficial.

Parametros Valor Unidades
Permitividad relativa 25 °C, &, 78,30 adim.
Permitividad de un vacio, & 8,85E!12 C?/(J-m)
Permitividad, € 6,93E1° C?/(J-m)
Constante de Boltzmann, k 1,38E2 J/K
El namero de Avogadro, Na 6,02E"% mol!
Carga eléctrica elemental, e 1,60E" C
Temperatura, T 298,15 K
Fuerza ionica, 1 1,00E% M
Parametro de Debye-Hiiuckel, k 1,04E*08 m’!
Valencia electrolitica, z 1 adim.

2 Adim., Adimensional
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Capitulo 4
Estructura secundaria de nanoparticulas de fibroina de
seda obtenidas con liquidos ionicos: un estudio de

espectroscopia infrarroja

Resumen: La SF del gusano de seda Bombyx mori es un polimero biocompatible
excepcional para la produccion de biomateriales. Su impresionante combinacion de resistencia,
flexibilidad y degradabilidad est4 relacionada con la estructura secundaria de la proteina, la
cual puede alterarse durante la fabricacion de biomateriales. El presente capitulo analiza la
estructura secundaria de la SF durante la produccién de nanoparticulas utilizando ILs y
ultrasonidos de elevada potencia mediante un nuevo procedimiento basado en espectroscopia
de infrarrojos. El espectro infrarrojo de las fibras de SF muestra una composicion del 58% en
lamina B, un 9% de estructuras en forma de giro y un 33% en estructuras irregulares y/o
similares a giros. Cuando la SF se disolvid en ILs, su banda amida I se asemeja a la de la seda
soluble y no se detect6 absorcion de lamina . Las SFN regeneradas a partir de la disolucion
de ILs exhibieron una banda amida I que se asemeja a la de las fibras de SF, pero con un
contenido reducido de lamina B y un incremento de giros correspondientes a la disminucion de
las laminas, lo que sugiere una transicion incompleta de giros a laminas durante el proceso de
regeneracion. Tanto el andlisis del espectro infrarrojo experimental como los célculos
computacionales del espectro sugieren que en dicha deficiencia estd implicado un tipo
particular de estructura de ldmina 3, mientras que en las fibras de SF se encuentran presentes

otros dos tipos de estructura de ldmina 3.

Carissimi, G.; Baronio, C.M.; Montalban, M.G.; Villora, G.; Barth, A. On the Secondary
Structure of Silk Fibroin Nanoparticles Obtained Using Ionic Liquids: An Infrared
Spectroscopy Study. Polymers (Basel). 2020, 12, 1294.
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4.1. Introduccion

La SF del gusano de seda Bombyx mori es una proteina fibrosa que presenta notables
propiedades mecanicas, que aun son dificiles de conseguir por polimeros sintéticos [1]. Esta
proteina es producida y almacenada en la glandula de seda posterior y media como un gel
semiliquido, en el que la proteina se encuentra en un estado soluble en agua [2] con una
estructura parcialmente ordenada [3], cominmente conocida como silk I. Durante el proceso
de hilado, la estructura secundaria de la SF cambia de semiordenada a una compuesta
principalmente por ldminas 3 antiparalelas, adoptando una estructura cristalina conocida como
silk II [4,5]. Este estado es insoluble en agua y presenta todas las impresionantes y conocidas
propiedades mecanicas de la seda [6]. La transicion de estructura silk I a silk II se puede lograr
facilmente en el laboratorio y la seda regenerada resultante se puede utilizar para producir una
gran variedad de materiales de bioingenieria [7,8], incluidos, entre otros, dispositivos de
fijacion de fracturas dOseas [9], estructuras para ingenieria de tejidos [10-12], biosensores
[13,14] y nanoparticulas para aplicaciones de administracion de farmacos [15,16]. Estas
ultimas han atraido una atencioén considerable debido a la capacidad de las SFN para cargar
una amplia variedad de compuestos terapéuticos [17], mejorar la penetracion celular [18] y la
versatilidad que presenta la matriz de SF a través de la modificacion quimica para programar
diferentes funciones en la nanoparticula [ 19—22]. Para la aplicaciéon de la SF en biotecnologia,
la estructura silk I representa un material de partida idoneo. Sin embargo, la obtencion directa
de la SF nativa con estructura si/k I es muy costosa, ya que se basa en la extraccion directa de
las proteinas de la glandula del gusano [23] o en la purificacion de proteinas recombinantes
[24]. La alternativa comun es usar las fibras ya hiladas (silk II) para producir silk I. Sin
embargo, la produccion de silk I a partir de silk Il puede ser un desafio, ya que esta ultima
presenta una gran red de enlaces de hidrogeno entre los mondmeros de SF, que previenen su
disociacion.

Como ya se ha comentado previamente, el grupo de investigacion en el que se ha llevado a
cabo este trabajo ha desarrollado un procedimiento novedoso para disolver la SF con estructura

silk Il en ILs acelerado por ultrasonidos [25]. La disolucion de SF puede utilizarse directamente
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para la produccién de nanoparticulas [26—28], cuando esta es precipitada sobre un disolvente
organico polar como el metanol teniendo lugar un proceso de desolvatacion que regenera la
estructura de silk II. Este procedimiento representa una mejora con respecto a los métodos
tradicionales [29,30] principalmente debido a: (i) la presion de vapor insignificante y la facil
reciclabilidad de los ILs, lo que los convierte en una alternativa mas "ecologica" a los
disolventes orgéanicos convencionales [31-33], (ii) la posibilidad de obtener elevadas
concentraciones de SF en una solucion estable (hasta un 25% p/p [26]) y (iii) la facilidad
general con la que la SF puede disolverse.

La estructura de silk II es conocida y ha sido estudiada previamente mediante cristalografia
de rayos X [34], resonancia magnética nuclear (RMN) [35,36] y espectroscopia infrarroja
[37,38]. Los modelos para la estructura de la si/k  han sido presentados y respaldados por datos
de RMN [3] e infrarrojos [37]. Sin embargo, la estructura de SF disuelta en ILs y la
regeneracion de la seda en nanoparticulas a partir de esta solucion nunca ha sido estudiada.

Hay muchos métodos disponibles para estudiar la estructura secundaria de las proteinas,
los cuales tienen sus ventajas y desventajas. La cristalografia de rayos X proporciona una alta
resolucion estructural, pero esta técnica requiere el crecimiento de un cristal de proteina que
excluye su aplicabilidad a los dominios amorfos de las fibras de SF [39]. La espectroscopia de
RMN multidimensional es también una herramienta poderosa para las determinaciones
estructurales y su implementacion en estado solido permite estudiar también proteinas grandes
como la SF [36]. Por su parte, la microscopia crioelectronica es una técnica relativamente
nueva y potente para la determinacion estructural pero no parece haber sido utilizada para
obtener estructuras de resoluciones atdmicas de seda. No obstante, estos métodos son costosos,
requieren mucha manipulacion y las proteinas de interés no pueden estudiarse en todas las
condiciones que podrian ser de interés tecnoldgico. El andlisis por dicroismo circular (CD) es
una alternativa util para estimar las cantidades relativas de estructuras secundarias. Sin
embargo, las estructuras de lamina B generan diversos espectros de CD en funcién de la torsion
de la lamina lo que hace que el analisis de la SF sea bastante complicado [40,41]. Ademas, las

muestras que contienen grandes particulas dispersaran una cantidad significativa de luz y las
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fibras grandes tienden a precipitar, lo que tiene dos consecuencias: (i) conduce a artefactos en
el espectro de CD [42] y (i1) el subconjunto de particulas/fibras con menor tamaino dominaran
el espectro de CD.

Aqui, se opto por utilizar la espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier de
reflexion total atenuada (ATR-FTIR), dado que es una herramienta versatil y econdmica para
determinar la estructura secundaria de las proteinas [43—45]. Su principal ventaja para el
presente estudio es que permite monitorizar todo el proceso de produccion de nanoparticulas.
Nos centramos en la absorcion de la banda amida I de la estructura de la proteina (1700-1600
cm 1), que es causada principalmente por las vibraciones de estiramiento C=O de los grupos
amida. Las vibraciones conjuntas de diferentes grupos amida se acoplan llevando a vibraciones
colectivas con frecuencias que son sensibles a la estructura secundaria [46]. En consecuencia,
las diferentes estructuras secundarias absorben en regiones espectrales especificas [44,47-50]
pero el espectro también es sensible a otros detalles estructurales como la extension y torsion
de las laminas B [44,51,52]. El perfil de la banda amida I suele ser amplio y las bandas
componentes de los diferentes elementos estructurales deben identificarse mediante
procedimientos que impliquen una "mejora de la resolucion" matematica, por ejemplo,
mediante el calculo de la segunda derivada, que enfatiza las bandas componentes agudas y
suprime las amplias. Asi, las bandas componentes identificadas de esta forma se utilizan luego
para ajustar el espectro de absorbancia y el contenido relativo de la estructura secundaria es
evaluado a partir de las areas relativas de las bandas asociadas con las diferentes estructuras
secundarias. La informacion sobre la estructura secundaria y la precision de su estimacion son
generalmente similares para la espectroscopia infrarroja y de CD [53—56], con una posible
mejor prediccion de las laminas f mediante espectroscopia infrarroja [S7-59]. El error absoluto
del contenido de la estructura secundaria obtenido a partir de espectroscopia infrarroja se
encuentra en el rango del 3% al 10% para varios métodos de evaluacion diferentes [54—58,60—
65].

En este trabajo, la banda amida I se analiz6 mediante un nuevo método basado en el ajuste

simultaneo del espectro de absorcion y de su segunda derivada [66]. El método minimiza la
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desviacion entre el ajuste y el espectro de absorbancia y, al mismo tiempo, la desviacion entre
la segunda derivada del ajuste y la segunda derivada del espectro de absorbancia experimental.
De esta forma se aprovecha mas informacidn espectral que en el caso de utilizar solo el ajuste
del espectro de absorcion porque las bandas agudas dominan la segunda derivada del espectro,
mientras que las bandas amplias tienen una influencia mayor en el espectro de absorbancia. En
consecuencia, las bandas de componentes agudas son “capturan” mejor ajustando la segunda
derivada, mientras que las bandas de componentes amplias se estudian mejor mediante el ajuste
simultaneo del espectro de absorbancia. De esta forma se obtienen resultados de ajuste muy
robustos. Ademds de los experimentos, se llevaron a cabo calculos computacionales para
simular el espectro de infrarrojo de diferentes estructuras de laminas  dentro de la SF para
confirmar la asignacion de banda. Utilizando este procedimiento, en este capitulo se estudia
por primera vez la estructura secundaria de la SF en estado de fibra (silk 1) disuelta en el IL
acetato de 1-etil-3-metilimidazolio [emim"][AcO], y después de la regeneracion en SFN. Los
resultados mostraron que la SF disuelta no contiene estructuras de laminas f y que, tras la
regeneracion en SFN, se forman dos de los tres tipos de estructuras de laminas B que se
encuentran en las fibras de SF, mientras que el tercer tipo se forma en menor medida. Mas

adelante se discutiran las implicaciones estructurales.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1 Materiales

El IL [emim ][AcO] (> 95% de pureza) fue suministrado por IoliTec GmbH (Heilbronn,
Alemania) y se us6 sin purificacion adicional. Durante la experimentacion, se utilizd agua
purificada (18.2 MQ-cm a 25 °C) obtenida de un sistema de agua ultrapura Millipore Direct-
Ql, (Billerica, MA, EE. UU). Todos los demas productos quimicos y disolventes eran de
pureza analitica y se utilizaron sin purificacion adicional.

La SF utilizada en este estudio fue extraida de capullos de seda blancos de gusanos de seda
Bombyx mori criados en las instalaciones de sericultura de IMIDA (Murcia, Espafia) con una
dieta a base de hojas frescas de Morus alba L. Las pupas intactas fueron extraidas a mano de

los capullos de seda entre dos y siete dias después del proceso de hilado para evitar
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contaminacion con el gusano. Para extraer la SF, los capullos de seda fueron triturados en un
molino hasta 1 mm de tamafio de particula y luego fueron hervidos en una solucién de Na,CO3
0.2 N durante 120 min para eliminar la SS, ceras y otras posibles impurezas. La SF insoluble
fue enjuagada a fondo con agua ultrapura a 60 °C y fue secada al aire en una campana extractora

hasta obtener un peso constante.

4.2.2 Disolucion de fibroina de seda

La solucion de SF en [emim'][AcO] (SF-[emim'][AcO7]) se prepard afadiendo
gradualmente SF hasta un 10% p/p en [emim'][AcO’] bajo la aplicacion de ultrasonidos
utilizando un Sonicador Branson 450D (Emmerson Ultrasonic Corporation, Dansbury, CT, EE.
UU.) equipado con una punta plana de 12 mm de didmetro al 30% de amplitud, en pulsos de
15s encendido/15s apagado hasta la completa disolucién de la SF. La temperatura de la
solucion fue controlada constantemente para que no superara los 75 °C, para evitar la
degradacion de la proteina. Con el fin de reducir la viscosidad, se afiadieron 3 mL de agua a 5
g de disolucion de SF-[emim*][AcO] (SF-[emim ][AcO ]/H20). Para evitar la superposicion
entre la banda amida I de la SF y la absorcion del modo de flexion del H»O, esta ultima fue
substituida por D>O para obtener el espectro de infrarrojo. La disolucion resultante se denomina

SF-[emim"][AcO7]/D20 a lo largo de este capitulo.

4.2.3 Preparacion de nanoparticulas de fibroina de seda

Las SFN se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Lozano-Pérez y colaboradores
[26] con modificaciones [27]. Brevemente, la disolucion de SF-[emim‘][AcO)/H.O fue
calentada hasta 60 °C en un bafio termostatico y luego pulverizada sobre metanol frio (-20 °C)
utilizando un inyector de dos fluidos con didmetro interno de 0.7 mm (Mini Spray Dryer B-
290, BUCHI Labortechnik, Flawil, Suiza, N ° de pieza 044698) y N2 a 1 bar de presién como
dispersante del aerosol. Cuando la disolucion de SF-[emim"][AcO]/H20O entra en contacto con
el metanol, se produce un proceso de desolvatacion y se forman las nanoparticulas. La
dispersion recién formada se mantuvo en agitacion durante 2 h para permitir el cambio

estructural en la SF. Finalmente, las nanoparticulas fueron lavadas tres veces (una con metanol
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y dos con agua ultrapura) mediante sucesivas centrifugaciones y eliminacion del sobrenadante

y, posteriormente, fueron liofilizadas durante 72 h para obtener un polvo fino.

4.2.4 Espectroscopia infrarroja

Los espectros de absorcion de infrarrojos fueron registrados con un espectrometro FTIR
Vertex 70 (Bruker Optics, Ettlingen, Alemania) equipado con un accesorio ATR de diamante
de una reflexion y angulo de incidencia de 45° (Platinum, Bruker Optics, Ettlingen, Alemania)
y purgado continuamente con aire seco reducido en CO;. Los interferogramas fueron
registrados con una resolucién de 2 cm™ con un factor de llenado de ceros de 2 y transformada
de Fourier utilizando la funcion de apodizacion Blackman-Harris de 3 términos. Cada espectro
medido se promedio a partir de 300 escaneos a una tasa de recopilacion de datos de 160 kHz.
Antes de cada medida, se adquiri6 un espectro de fondo sin muestra utilizando el mismo
namero de escaneos.

Los espectros de las fibras de SF orientadas estadisticamente (<1 mm) y de las muestras de
SFN se obtuvieron presionando el polvo de proteina seca con la prensa del accesorio ATR
sobre el cristal. Para las soluciones SF-[emim*][AcO] y SF-[emim][AcO7]/D-0, se colocaron
10 pl de la disolucion sobre el cristal del ATR y se midieron inmediatamente. También se
registraron los espectros del IL y del IL con D>O para utilizarlos posteriormente para restar el
disolvente de las disoluciones de SF-[emim"][AcO] y SF-[emim'][AcO7]/D-0,
respectivamente. Para cada caso, la influencia del factor de resta en los espectros de amida I
resultantes se analizd utilizando tres valores diferentes (Figura S4.1). Los datos espectrales
fueron pretratados trazando una linea de base recta desde 1740 a 1560 cm™! para las fibras de
SF y las SFN y desde 1720 a 1600 cm™! para disoluciones de SF-[emim"][AcO] y SF-
[emim ][AcO)/D,0. En ninglin caso fue necesario aplicar correcciones por absorbancia de
vapor de agua.

Las cadenas laterales de aminoacidos a veces generan problemas durante el analisis cuando
se ajustan bandas de componentes a la banda amida I. Sin embargo, la composicion

aminoacidica de la SF estd determinada fundamentalmente por tres aminoacidos, glicina
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(46.3%), alanina (30.8%) y serina (8.9%) [67], ninguno de los cuales da una senal en la region
amida I [68]. Los aminoacidos que se absorben en la region amida I y estan presentes en la SF
son tirosina (5.0%), glutamina (1.3%) y arginina (0.5%) [67]. Los dos tltimos estdn en una
concentracion demasiado baja para tener un efecto significativo. Sin embargo, la tirosina tiene
una concentracion mads alta y presenta dos bandas de absorcion a 1590 y 1615 cm™ en estudios
de compuestos modelo [69]. No obstante, sus absortividades molares son bastante bajas [64]

y, por tanto, la contribucion de la tirosina fue despreciada para el analisis de los espectros.

4.2.5 Analisis espectral y ajuste de curvas

La estructura secundaria de la SF se analizé mediante el ajuste de bandas del espectro de
amida I y su segunda derivada simultineamente como describen Baldassarre y colaboradores
[66]. El ajuste de la banda se realizé utilizando el software Kinetics elaborado y amablemente
proporcionado por el profesor Erik Goormaghtigh (ULB, Bruselas) basado en el lenguaje de
programacion MATLAB y ejecutado en MATLAB version 2013b. La segunda derivada se
suavizo con el algoritmo Savitzky-Golay utilizando 13 puntos consecutivos y fue multiplicada
por un factor de 300 para aumentar su peso en el ajuste. La segunda derivada de la banda amida
I se utiliz6 para decidir el nimero y la posicion inicial de las bandas para luego ser ajustadas
por Kinetics. Se permiti6 que las bandas se movieran en un rango de £10 cm™! desde su posicion
inicial. El contorno de las bandas utilizadas fue un promedio ponderado de una linea gaussiana
y lorentziana con un peso inicial de 0.5 y el programa era libre de establecer cualquier peso. El
programa ajust6 el ancho completo a la mitad de la altura (FWHH) de las bandas en un rango
de 0 2 50 cm™!, comenzando en 25 cm™'. El contenido de la estructura secundaria se estimo6 a

partir de las areas relativas de las bandas.

4.2.6 Cadlculos computacionales de la banda Amida I

Los calculos fueron realizaron para dos estructuras de SF diferentes, que se basaron en los
modelos proporcionados por Asakura y colaboradores [70]. Estos modelos se ampliaron a
capas apiladas de laminas B mas grandes utilizando el programa Mercury y se editaron

manualmente para eliminar los residuos que sobresalian del centro de las laminas apiladas.
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Cada estructura se compone del mismo nimero de hebras (32 hebras) y del mismo numero de
residuos por hebra (8 grupos amida completos por hebra). Las hebras estan organizadas en 4
capas de laminas 3 con 8 hebras cada una.

Los espectros de amida I simulados fueron calcularon a partir de matrices de fuerza
constante de masa normalizada (matriz F) utilizando un programa escrito en MATLAB [71].
Inicialmente, se asigno a cada grupo amida una constante de fuerza diagonal normalizada en
masa de 1.7128 mdynA ' u™!, correspondiente a 1705 cm™!. Los elementos diagonales de las
matrices F se modificaron de acuerdo con el efecto del entorno local [72] y el efecto del enlace
de hidrégeno entre grupos amida, utilizando un modelo sugerido por Ge y colaboradores [73],
que se basa en la energia de enlaces de hidrégeno propuesta por Kabsch-Sander [74]. Los
coeficientes para calcular el cambio de frecuencia del enlace de hidrégeno al oxigeno del
carbonilo y el hidrégeno de la amida fueron 2.4 cm !/kcal y 1.0 cm™!/kcal, respectivamente.
Las constantes de acoplamiento se obtuvieron a partir de célculos de teoria funcional de la
densidad para las interacciones vecinas mds cercanas [72] y se calcularon a partir del
acoplamiento de dipolos de transicion para otras interacciones. Los parametros utilizados para
calcular las constantes de acoplamiento del dipolo de transicion fueron optimizadas
previamente [75]. La magnitud de la derivada del dipolo se fijo en 2.20 DA™ u™'2, el angulo
fue fijado en 22° y A, un pardmetro que describe el efecto del enlace de hidrogeno en la
magnitud de la derivada del dipolo, fue fijado en 0.01 cm. La posicion del momento dipolar de
transicion se ubico a 1.043 A del atomo de C a lo largo del enlace C=0 y 0.513 A a lo largo
del enlace C-N.

Los nimero de onda y las intensidades de los modos normales de la banda amida I se
recuperaron de la solucion del problema de valores propios y vectores propios de las matrices
F [76]. Los espectros de la banda amida I se calcularon asumiendo lineas gaussianas con 16

cm ! de ancho total a la mitad del maximo para cada modo normal de amida I.
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4.3. Resultados y discusion
4.3.1 Fibras de fibroina de Seda

Mediante espectroscopia infrarroja se analizd la estructura secundaria de la SF de Bombyx
mori en estado de fibras, disueltas en [emim"][AcO7] (SF-[emim*][AcO]) y en [emim][AcO"
]y D20 (SF-[emim][AcO]/D20), y después de la regeneracion en forma de SFN.

Los resultados para el ajuste de bandas de la banda amida I de la fibra de SF se presentan
en la Figura 4.1, mientras que los parametros de las bandas para todos los ajustes se pueden
encontrar en la Tabla 4.1. La banda amida I se ajustd con ocho bandas, de las cuales la banda
por debajo de 1600 cm™! se considerd absorcion de grupos de cadena laterales y no se incluyé
en el porcentaje total de absorbancia en la regiéon amida I. Las bandas en 1700 y 1692 cm ™!, se
asignaron al componente con niimero de onda elevado de ldminas B antiparalelas [43,77]. Se
eligié una banda en 1678 cm ™! para ajustar la region de niimero de onda medio-alto (1690-
1660 cm™!) y se asignd a estructuras en forma de giro [38,62]. En la region media de la banda
amida I (1635-1660 cm ™), se utilizo una banda a 1648 cm™! para el modelo y se logré un ajuste
perfecto para el espectro de absorbancia y un buen ajuste para la segunda derivada. Incluso
cuando se utilizaron dos o tres bandas, el ajuste en la region media no mejord (datos no
mostrados). Elegimos utilizar el modelo mas simple y asignamos el area de la banda a 1648
cm ! (33% de todo el 4rea de amida I) a estructuras irregulares [78] y en forma de giro. En
principio, esta banda también podria asignarse a hélices o, cuya presencia se ha descrito
previamente en la region media de la banda de amida I para fibras de SF en estudios de
infrarrojo [38,79,80]. Sin embargo, los datos experimentales recientes no apoyan la presencia
de hélices a en la estructura Silk II [36], por lo que no fueron consideradas en nuestra
interpretacion. Ademas, el ancho de la banda estd en consonancia con la asignacion de

estructuras irregulares [78].
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Tabla 4.1. Parametros de las bandas ajustadas de fibras de SF, SF-[emim*][AcO], SF-

[emim][AcO]/D20 y SFN.
Centro (cm™) Intensidad FWHH (cm™) fg ? Area(f)'/il)ativa
Fibras de SF— secas/estado-H
1700 0.0139 10.1 0.90 33
1692 0.0070 14.6 0.46 2.9
1678 0.0136 29.2 1.00 9.0
1648 0.0394 36.8 1.00 32.9
1626 0.0435 24.9 1.00 24.6
1619 0.0221 17.0 0.82 9.2
1609 0.0410 19.0 0.96 18.1
SF-[emim*][AcO]/estado-H
1692 0.0134 18.8 0.85 11.7
1680 0.0253 21.1 1.00 233
1659 0.0526 28.4 1.00 65.0
SF-[emim*][AcO]/D,O/parcialmente deuterado
1686 0.0018 19.5 1.00 2.1
1672 0.0187 28.4 1.00 31.8
1648 0.0334 33.0 1.00 66.1
SFN — secas/estado-H
1700 0.0262 9.5 1.00 2.1
1692 0.0143 15.1 0.28 2.4
1674 0.0536 354 1.00 15.9
1646 0.1157 343 1.00 334
1624 0.1353 24.4 1.00 27.7
1621 0.0743 15.0 0.71 10.6
1610 0.0599 15.7 1.00 7.9
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2 Los valores de fg denotan la fraccion contributiva al contorno total de la linea gaussiana. SF, fibroina

de seda; [emim*][AcO], acetato de 1-etil-3-metilimidazolio; SF-[emim™][AcO], fibroina de seda

disuelta en [emim*][AcO]; SF-[emim*"][AcO7]/D,0, fibroina de seda disuelta en [emim*][AcO] y

agua deuterada; SFN, nanoparticulas de fibroina de seda; FWHH, amplitud completa a media altura.
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Figura 4.1. Ajuste de bandas a la

banda amida I y su segunda derivada
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Seglin el analisis de la segunda derivada de la banda amida I en la region de la l[dmina 3
(ca. 1610-1640 cm™ [78], Figura 4.1), esta contiene al menos tres bandas: una ubicada a 1619
cm’! correspondiente al pico central, una segunda a 1609 cm™! correspondiente al hombro de la
banda principal del espectro de absorbancia, y una tercera banda que se infiere de la asimetria
de la banda principal en ca. 1630 cm™. Es de tener en cuenta que nuestra asignacion de la banda
en 1609 cm™ a 1aminas P se diferencia de asignaciones anteriores a Tyr [38,81] y esto se debe
a su baja abundancia relativa en la proteina (5%) y a su absorcion relativamente débil [64].

La introduccion de tres bandas en la region de nimero de onda al programa proporcion6 un
buen ajuste de la region espectral y su segunda derivada con bandas centradas en 1626, 1619 y
1609 cm™!, posiblemente indicando tres estructuras de ldmina B diferentes. Cabe mencionar que
se obtuvo un ajuste deficiente en la segunda derivada si la banda de 1626 cm™ no era incluida
(datos no mostrados). El contenido total de laminas B estimado por este estudio fue del 58%,
lo cual estd en consonancia con estudios previos de infrarrojo [82], Raman-IR [83] y RMN [35]

que indican un contenido de lamina B de 50%, 50% y 60%, respectivamente.
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Las tres bandas correspondientes a ldminas f mencionadas fueron asignadas a diferentes
estructuras de laminas P sugeridas en estudios anteriores. La estructura silk II se compone de
regiones cristalinas y no cristalinas, que representan el 56% y el 44% de la fibra,
respectivamente. En 1999, Takahashi y colaboradores [34] propusieron un modelo de dos
estructuras de laminas B apiladas presentes en la region cristalina. Estas dos estructuras se
definen por la orientacion del grupo metilo de las alaninas en la secuencia de poli (AG) dentro
de las laminas apiladas, que ocurren estadisticamente en una proporcion de 2:1 dentro de la
unidad de cristal, denominada A y B, respectivamente. Este modelo fue redefinido
posteriormente por Asakura y colaboradores [35] en 2002 que corrigieron las distancias de
enlaces de hidrogeno. En el modelo de Takahashi, las longitudes de los enlaces de hidrogeno
entre cadenas NH --- OC son de 2.1 A para Alay 2.6 A para Gly, mientras que en el modelo
Asakura ambas distancias son 1.8 A, determinadas a partir del mismo desplazamiento quimico
en estudios de RMN [70]. Ademas, Asakura y colaboradores [36] propusieron la existencia de
un tercer tipo de lamina B, una lamina deformada en la fraccidon no cristalina de la estructura
silk I1. En general, sus ensayos experimentales indicaron un 22% de laminas 3 distorsionadas,
mas un 25% y un 13% de los dos modelos de laminas B apiladas, lo que suma un contenido
total de ldminas 3 del 60% [70]. Este nimero estd en consonancia con nuestros resultados del
58% para el contenido total de ldminas B. Curiosamente, la banda a 1626 cm™ en nuestros
resultados represento el 25% de la absorcion en el rango amida I, mientras que las bandas de
1619 y 1609 cm™ representaron el 9% y 18%, respectivamente. Debido a que las 1aminas B
distorsionadas aparecen en niimeros de onda mas altas que las ldminas planas [52], asignamos
la banda de nimero de onda alto a ldminas distorsionadas. Las é4reas de las bandas
correspondientes a nimero de onda bajo y medio poseen una relacion 2:1, igual que la
encontrada para los modelos estructurales A y B, respectivamente, en el trabajo de Asakura y
colaboradores. Por lo tanto, se asignd la banda de 1609 cm™ a la estructura A y la banda de
1619 cm™ a la estructura B.

Hasta ahora, las bandas descritas utilizando espectroscopia ATR-FTIR no han sido

asignadas previamente a las diferentes estructuras de laminas 3 de la SF. Por esta razon, se
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puso a prueba nuestra hipodtesis de que la estructura A absorbe en un nimero de onda mas baja
que la estructura B mediante calculos computacionales del espectro infrarrojo de estas
estructuras utilizando los modelos proporcionadas por Asakura y colaboradores [70]. Los
resultados se muestran en la Figura 4.2, donde se puede ver que la estructura A si absorbe en
numeros de onda mas bajas que la estructura B, lo que respalda la asignaciéon de banda

propuesta anteriormente.

Figura 4.2. Espectros simulados de la banda

— Structure A amida I para las estructuras A y B de laminas B

— Structure B
antiparalelas [70].
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La diferencia principal entre las dos estructuras radica en la orientacion del grupo metilo
de la alanina como se representa en la Figura 4.3, fila superior. Por un lado, en la estructura A,
el grupo metilo apunta hacia un Ha de Gly. Por otro lado, en la estructura B, el grupo metilo
apunta al centro del par de enlaces de hidrogeno Gly---Ala entre cadenas. Las diferentes
orientaciones de los grupos metilo estdn acompafiadas por diferencias mas sutiles en la
estructura de la cadena principal, que comprenden diferentes angulos diedros, longitudes de
enlaces de hidrogeno y distancias entre los oxigenos de los carbonilos en cadenas adyacentes.
Las diferentes distancias entre los oxigenos para las estructuras A y B, indican una posicion
lateral ligeramente diferente entre dos cadenas adyacentes. La distancia entre el oxigeno de una
cadena y los dos oxigenos mas cercanos de las cadenas adyacentes es menor en la estructura B
(3.56 y 4.00A) que en la estructura A (3.39 y 4.12 A) como se muestra en la Figura 4.3, fila
inferior. Esto tendrd consecuencias en el espectro de la banda amida I debido a que las
interacciones de los grupos amida mds cercanos en las cadenas adyacentes (conectadas por un

bucle pequeio de enlace de hidrogeno) conducen a un desplazamiento descendente de la banda
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principal de la ldmina 3, mientras que con el siguiente grupo amida mas cercano (conectado
por un bucle grande de enlace de hidrégeno) conducen a un desplazamiento ascendente [84,85].
Las distancias indican que la interaccion de desplazamiento descendente es mas fuerte en la
estructura A y la interaccion de desplazamiento ascendente mas débil. Esta expectativa es
confirmada mediante una inspeccion de las constantes de acoplamiento determinadas en el
curso de nuestros calculos del espectro. Se concluye que los diferentes desplazamientos
laterales de las cadenas adyacentes en la seda A y B contribuyen a las diferentes posiciones
espectrales del méximo de absorcion de amida 1.

Resumiendo esta asignacion de bandas para la fibra de SF, puede afirmarse que nuestro
andlisis proporciona una excelente concordancia con el estudio de RMN de Asakura y
colaboradores [70]. Se ha reproducido el contenido total de ldmina B y la cantidad de ldminas
B distorsionadas con diferencia de un pequefio porcentaje. También se obtuvo la relacion 2:1
entre las ocurrencias de las estructuras A y B (aunque el contenido absoluto de estas estructuras
es algo menor que en el estudio de RMN). Esta concordancia valida el procedimiento utilizado
en este capitulo y demuestra que es posible distinguir diferentes tipos de lamina 3 en la SF

mediante espectroscopia infrarroja.

Figura 4.3. Modelos moleculares de
Structure A Structure B o
estructuras A (columna izquierda) y B

9
,,;r‘ °f%\, ,,;"’ ﬁ%"" .-%, *%f* (columna derecha). Fila superior,

diferente orientacion del grupo metilo

¢ § ‘\é - % ? *é"' ? de las estructuras A y B con sus
; ; respectivos  grupos de  metilo
% -3 " % '-‘ﬁ»-o " %o : .

etiquetados en azul y verde. Fila

I\, inferior, distancias entre los oxigenos

N rig e ri; 2 S i ISSB mas cercanos en cadenas adyacentes.

A°“

,ol ,,1 v,l v,z Las distancias se miden en Angstrom
:Y ’:X AI° ’:Y (A) [70].
Lo deiged Lo kige]
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4.3.2 Disolucion de fibroina de seda en liquido ionico y liquido ionico acuoso

La banda amida I de la SF disuelta en [emim ][AcO] y [emim'][AcO}/D2O no mostrd
absorcion de lamina B ya que no se detectaron bandas en la region de 1610-1635 cm™! (Figura
44), tal y como se encuentra reportado para la SF con estructura silk I en estudios anteriores
[86—88]. El ajuste de la banda de amida I en ambos disolventes se realiz6 con 3 bandas. En
ambos casos, la banda ubicada en nimeros de onda mas bajas cubre dos tercios del area de la
banda amida I y el tercio restante se dividio entre las otras dos bandas. En la disolucion que
contiene D,O (Figura 4.4b), las bandas son mas anchas y estdn ubicadas a 10 cm™ menos en el
espectro. Se observé un cambio descendente de la misma magnitud cuando se anadi6 H,O
(Figura S4.1), lo que indica que los grupos C=O estan participando en una red de enlaces de
hidrégeno con agua [89]. El 4rea de la banda posicionada en los nimeros de onda mas alto se
redujo drasticamente, lo que sugiere que algunas estructuras son menos estables en presencia
de agua o que los carbonilos libres se unen al H del agua y, por lo tanto, se desplazan al rojo.

La omision de esta banda provocd un ajuste deficiente (datos no mostrados).

a) b)

1652

7 T T T T S H A B S B S B e
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580

Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)

Figura 4.4. Ajuste de bandas de la banda amida I y su segunda derivada de la SF disuelta
en (a) [emim“][AcO] y (b) [emim*"][AcO7] y D20 después de restar la absorbancia de los
disolventes. Arriba: segunda derivada de la absorbancia; abajo: espectro de absorbancia de
ATR. Azul: espectro experimental y segunda derivada experimental; Rojo: espectro
ajustado y segunda derivada ajustada. La absorbancia de ATR maxima fue 0.055 a 1662
cm’! para el panel (a) y 0.037 a 1652 cm’! para el panel (b).
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No es facil realizar una asignacion de banda aqui, ya que no hay referencias previas sobre
estructuras secundarias de proteinas en ILs. Sin embargo, la asignacion a estructuras irregulares
y giros estaria en linea con las asignaciones de bandas convencionales para proteinas en una
solucion acuosa. Sohn y colaboradores [90,91] sugirieron que el estado de silk I debe tener un
orden de estructura superior en lugar de simplemente una combinacion de estructuras aleatorias
para lograr el nivel de organizacion que requiere la estructura silk II. Asakura y col. [3]
propusieron una estructura de giros 3 de tipo II repetida para la secuencias poli AG de la SF en
el estado de silk 1. Mediante espectroscopia infrarroja se han obtenido evidencias de los giros
B de tipo II en la estructura de la silk 1 [37,92]. Esta estructura consta de enlaces de hidrogeno
intramoleculares entre el &tomo de oxigeno del carbonilo de un residuo Gly en la posicidon iy
un residuo Ala en la posicion i+3. Aunque la posible presencia de una hélice a en la SF con
estado silk I'ha sido rechazada en estudios previos [36,93], esta u otra estructura en la disolucion

del IL no puede descartarse por completo.

4.3.3  Nanoparticulas de fibroina de seda

Después de disolver la SF en el IL y su posterior regeneraciéon en nanoparticulas, el
contorno de la banda amida I de las SFN se asemeja a la de las fibras de SF con estructura silk
11, pero con cambios sutiles que se pueden apreciarse mejor a partir de su segunda derivada
(Figura 4.5). En el rango de niimero de onda bajos, la banda principal en ca. 1620 cm™ es mas
aguda y la absorbancia a 1609 cm™ se redujo dréasticamente. Este cambio puede observarse
claramente en la segunda derivada del espectro de absorbancia y podria indicar que alguna
forma de estructura de ldmina [ se reduce en el proceso de formaciéon de SFN en comparacion
con la observada en las fibras de SF. Ademas, la menor absorcion medida a 1700 cm™! es una
prueba mas de un menor contenido en laminas f3.

El ajuste de la banda amida I de las SFN (Figura 4.6) produjo un patrén de bandas similar
al observado para las fibras de SF (Figura 4.1). Sin embargo, el area relativa de la banda de
ntiimero de onda medio-alto en 1674 cm™ asignada a estructuras en forma de giros aument6 de

9% a 16%, mientras que el area relativa de la banda de nimero de onda baja en 1610 cm™,
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asignada en este capitulo a ldminas B de la estructura A, se redujo del 18% al 8% (Tabla 4.1).
Las dos bandas de elevado niumero de onda asignadas a laminas B también se redujeron,

especialmente la banda a 1700 cm™. El resto de las bandas no mostrd variacion significativa.

Figura 4.5. Espectro infrarrojo y su

segunda derivada de fibras de SF
f&\ A /M (azul) y SFN (rojo). Arriba: segunda
I

derivada de la absorbancia, abajo:
espectro de absorbancia de ATR
normalizado de la banda amida I. La
absorbancia de ATR maxima fue

0.083 a 1620 cm™ para SF y 0.248 a

1622 cm™ para SFN.
— SFN

1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 155

Wavenumber (cm’1)

La formacion de laminas B a partir de la SF con estructura silk I puede desencadenarse
mediante diferentes procesos, incluido el uso de disolventes orgdnicos polares [94], estrés
mecanico [95] y cambios de pH o fuerza ionica [96]. El proceso influye en la estructura de los
productos de seda finales como lo indican sus diferentes espectros de IR en el rango amida 1.
Por ejemplo, las bandas asignadas a laminas B en peliculas de SF regeneradas a partir de
diferentes procesos de procesado con agua mostraron 4areas relativas de bandas
correspondientes a ldminas P significativamente diferentes [87,97]. La disparidad de intensidad
de estas bandas de componentes indica que diferentes protocolos de regeneracion regeneran
las estructuras de la lamina B en distintos grados. La variacidon espectral incluye una banda
cercana a 1610 cm’™', que se ha observado previamente en los espectros de IR de la seda

1

regenerada [38,81,97,98]. Aparece como un marcado hombro cerca de 1610 cm™ en los

143



Capitulo 4

espectros de SF de Antheraea assamensis, cuando la SF es regenerada en isopropanol, pero
este es mas débil cuando se utilizaron otros disolventes [81]. La observacion es paralela a
nuestros resultados con la seda Bombyx mori, donde una banda en una posicidén espectral
similar es mas débil en la SF regenerada que en las fibras hiladas de forma nativa. A partir de
posiciones espectrales similares, se llega a la conclusion de que un tipo similar de estructura
de lamina B es sensible al proceso de regeneracion en ambos tipos de seda y sugerimos que es
la estructura A [70].

En resumen, las SFN sintetizadas en este capitulo presentaron un 7% mas de estructuras en
forma de giro que las fibras de SF y un contenido de laminas § un 7% menor. Estos resultados
sugieren (i) que el proceso de regeneracion de las laminas B de tipo A no fue completo, (ii) que
las estructuras de laminas B distorsionadas y de tipo B se regeneran preferiblemente sobre las
laminas B de tipo A en el procedimiento utilizado aqui, y (iii) que las estructuras en forma de
giro se transforman en ladminas PB. Esta tltima afirmacion concuerda con los modelos
propuestos anteriormente segin los cuales las ldminas B se forman a partir de estructuras en

forma de giro [3,90].
Figura 4.6. Ajuste de la banda amida I

/\ /\ y su segunda derivada de SFN
S

T e~ T 1 regeneradas. Arriba: segunda derivada

de la absorbancia; abajo: espectro de
absorbancia de ATR. Azul: espectro
experimental y segunda derivada
experimental; Rojo: espectro ajustado

y segunda derivada ajustada. La

----- B-Sheets (51%)
————— B-Turns (16%)

absorbancia de ATR maxima fue de

-1
Iregular (33%) 0.248 a 1622 cm™.

-
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4.4. Conclusiones

Utilizando un nuevo procedimiento basado en espectroscopia de infrarrojos, se obtuvo una
descripcion detallada de los componentes de la estructura secundaria de las fibras de SF (silk
1I), de la SF disuelta en el liquido i6nico y de las SFN regeneradas.

Segun el andlisis efectuado en este estudio, las fibras de SF contienen un 58% de laminas
B, un 33% de estructuras irregulares y/o giros y un 9% de giros. Las tres bandas a 1626, 1619
y 1609 cm™ utilizadas para ajustar la region de laminas B se asignaron a laminas distorsionadas
y las dos estructuras de laminas 3, B y A [70], respectivamente. La asignacion de las bandas
fue respaldada por espectros de amida I obtenidos por simulacion y la abundancia relativa de
cada estructura esta en consonancia con estudios previos realizados con RMN [70].

La SF disuelta en IL demostrd tener una estructura similar a la SF con estructura silk I,
caracterizada por el contorno de la banda amida I. Esto estd en consonancia con la hipotesis
que sostiene que la estructura silk I contiene estructuras irregulares y giros B de tipo II. Los
resultados demuestran el poder de solvatacion de los ILs para romper los enlaces de hidrégeno
de las estructuras B hidréfobas, lo que tiene posibles aplicaciones en muchos otros campos,
incluido el de las enfermedades amiloides [99]. Ademas, la pérdida de estructuras § detectada
es una observacion importante dado que presenta un punto de partida para la manipulacion
biotecnoldgica de las propiedades de la seda, para dar lugar a muchos biomateriales.

Las SFN regeneradas mostraron un contorno de la banda amida I y una composicion de
estructura secundaria similares a la de las fibras de SF, pero con una disminucion del 7% en el
contenido de la lamina B y un aumento en las estructuras con forma de giros de la misma
magnitud. Estos resultados apuntan a una regeneracion incompleta de la estructura de la 1amina
B a partir de estructuras con forma de giros en el proceso de regeneracion utilizando metanol.
Se sugiere que la estructura de lamina B afectada es del tipo A, mientras que las otras dos

estructuras de ldmina B conocidas se forman en una extension similar a la de las fibras de SF.
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4.5. Informacion suplementaria Capitulo 4

Substraccion espectral de los disolventes

Para estudiar la SF disuelta en [emim‘][AcO7] y [emim'][AcO]/agua, medimos los
espectros de las soluciones y realizamos una resta para eliminar la absorcion de los disolventes.
Este procedimiento puede ser muy sensible al factor de resta utilizado. Por esta razon, se
probaron varios factores de resta, los resultados se recogen en la Figura S4.1. Para la disolucion
SF-[emim][AcO], Figura S4.1d, se observa que la banda amida I resultante es insensible al
factor de resta utilizado. En el caso de la disolucion [SF-[emim"][AcO ]/H20], Figura S4.1¢, la
banda de absorcion de agua en ca. 1655 cae en la region amida I, lo que hace que el espectro
de diferencia en esa region sea sensible al factor de resta. Para superar este problema, se utilizo

agua deuterada en su lugar, donde la region amida casi no se ve afectada por el factor de resta

utilizado como se muestra en la Figura S4.1f.
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Figura S4.1. Fila superior: Disoluciones de SF en a) [emim‘][AcO], b) [emim"][AcO
J/H,0 'y ¢) [emim"][AcO7]/D-0. Fila inferior: espectros de SF después de restar la absorcion
del disolvente d) [emim*][AcO7] e) [emim*][AcO]/H.O y F) [emim'][AcO]/D-O con
diferentes factores de resta indicados en las cifras.
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Capitulo 5
Cuantificacion directa del contenido de farmaco en
nanoparticulas poliméricas mediante espectroscopia

infrarroja

Resumen: La nanotecnologia ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
tales como los sistemas de administracion de nanofarmacos dirigidos, mecanismos de
liberacion controlada y liberacion bajo demanda sensible a estimulos, asi como la produccion
de agentes teranosticos. Es requisito indispensable para el uso de nanoparticulas como sistemas
de administracion de fAirmacos poder cuantificar con precision la cantidad de farmaco cargada,
una tarea para la que actualmente se utilizan dos procedimientos. Sin embargo, ambos
presentan ciertas deficiencias como pueden ser la dificultad de la extraccion del farmaco y del
proceso de separacion solido-liquido, asi como errores de dilucion. Este capitulo describe un
método nuevo, robusto y simple para la cuantificacion directa de fArmacos en nanoparticulas
poliméricas utilizando ATR-FTIR, que puede adaptarse a una amplia variedad de sistemas de
administracion de farmacos. En este capitulo se utilizan SFN y naringenina (NAR) como
nanoportador y farmaco modelo, respectivamente. Para validar el método se determino la
especificidad, linealidad, limite de deteccion, precision y exactitud. Se observd una buena
relacion lineal entre el 0 y el 7.89% de la masa relativa de NAR con un coeficiente de
correlacion de 0.973. La precision se determind mediante el método de adicion y recuperacion.
Los resultados mostraron una recuperacion promedio del 104%. Se determin6 que el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion del contenido de carga de fArmaco eran de 0.3 y 1.0%,
respectivamente. La robustez del método se demuestra por las notables similitudes entre las
calibraciones realizadas utilizando dos configuraciones de equipos distintas en dos

instituciones diferentes.

Carissimi, G.; Montalban, M.G.; Villora, G.; Barth, A. Direct Quantification of Drug
Loading Content in Polymeric Nanoparticles by Infrared Spectroscopy. Pharmaceutics 2020,

12, 912.
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5.1. Introduccion

El uso de nanoparticulas como sistemas de administracion de fArmacos ya es una realidad,
con mas de 50 nanomedicinas aprobadas por la FDA en abril del 2016, y se prevén mas en un
futuro cercano [1]. El uso de nanoparticulas como sistemas de administracion puede
proporcionar numerosos beneficios [2—4], incluida la administracion del farmaco a células
tumorales [5,6], la liberacion controlada y la biodistribucion [7], todo lo cual resulta en una
reduccion de los efectos secundarios y un aumento de la eficacia del farmaco [8,9]. Entre las
nanoparticulas poliméricas utilizadas como sistemas de administracion, las nanoparticulas
basadas en SF del gusano de seda Bombyx mori han mostrado resultados prometedores, en
parte debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad [10-16]. Su capacidad
para penetrar membranas biologicas y su alta capacidad de carga de fArmacos significa que las
SFN puede mejorar en gran medida los tratamientos terapéuticos [17,18]. Ademas, la superficie
SFN puede funcionalizarse con moléculas como péptidos u otras moléculas pequenias de
reconocimiento para la administracion dirigida [19,20].

Sin embargo, para que las nanoparticulas puedan ser utilizadas como sistemas de
administracién de farmacos la cantidad de fArmaco cargado debe cuantificarse con precision.
Hasta la fecha, se utilizan principalmente dos procedimientos para esta tarea los cuales se basan
en una medicion directa o indirecta del contenido de farmaco cargado (DLC) en la
nanoparticula. En el método indirecto [21-25], se prepara una solucion de carga del farmaco y
se determina su composicion antes de afiadirla a las nanoparticulas. La dispersion se mantiene
en agitacion durante el periodo de carga por adsorcion, y al final del proceso [13], las particulas
se separan de la disolucion de carga, normalmente por centrifugacion o filtracion, y se
determina el farmaco restante en el sobrenadante. Finalmente, la cantidad de farmaco en las
nanoparticulas se calcula mediante un balance de materia. Sin embargo, como usualmente se
utilizan elevadas concentraciones de farmaco para la solucién de carga, se necesitan grandes
factores de dilucion para mantener la sefial del analito en el rango operativo del equipo, cuando
se utilizan espectrometros UV-visible convencionales o cromatografos liquidos de alta

resolucion. Esto proporciona incertidumbre y, por lo tanto, reduce la exactitud y la precision
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del contenido de fdrmaco determinado. Ademads, este procedimiento no se puede utilizar para
el control independiente del contenido de farmaco de nanoformulaciones comerciales, porque
solo el productor tendra acceso a la solucion de carga. Ademas, el contenido de farmaco puede
cambiar durante el almacenamiento, en cuyo caso un analisis de la solucion de carga no tendra
sentido.

En cuanto al método directo [26-29], el farmaco es extraido de las particulas cargadas con
un disolvente adecuado; luego, las particulas son sedimentadas mediante centrifugacion vy,
finalmente, se determina el farmaco en el sobrenadante. Sin embargo, se ha demostrado que
los métodos de separacion como la filtracion o la centrifugacion no siempre son eficaces para
separar las nanoparticulas de la fase liquida, lo que conduce a errores en las mediciones
espectroscopicas [30,31]. Aun asi, extraer la totalidad del farmaco cargado no es tarea facil y
aun resulta mas dificil verificar la cantidad extraida. Ademas, ambos métodos asumen que la
absorcion del farmaco estd en el rango de UV-visible y que no hay interferencia de las
nanoparticulas y sus componentes disociados que pueden permanecer en disolucion después
del proceso de separacion.

Por estas razones, este capitulo desarrolla un método robusto y simple para cuantificar
directamente farmacos en dispersiones/suspensiones de nanoparticulas que puede ser adaptado
facilmente para su uso con otros tipos de nanoestructuras. Hasta ahora, esta es la primera vez
que se ha utilizado la ATR-FTIR para la cuantificacion directa de la carga de farmaco de las
nanoparticulas. La espectroscopia infrarroja es una técnica ampliamente utilizada en la
industria farmacéutica con aplicaciones que van desde andlisis cualitativos a cuantitativos [32—
37]. En cuanto a los andlisis cuantitativos, su principal ventaja sobre la espectroscopia UV-
visible es que practicamente todos los compuestos absorben la luz infrarroja y, por tanto,
pueden analizarse. Ademas, el espectro de infrarrojo muestra tipicamente un gran nimero de
bandas de absorcion caracteristicas con baja superposicion dado que estas estan distribuidas en
un amplio rango espectral.

Como farmaco modelo, se ha utilizado NAR cargada en SFN. La NAR es un flavonoide

natural [38,39], que recientemente ha demostrado su buena compatibilidad con la SF [16]. La
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NAR ha atraido un gran interés en el campo de la medicina debido a sus propiedades
antioxidantes [40], antiinflamatorias [41] y anticancerigenas [42-46]. Sin embargo, la
cuantificacion de NAR sigue siendo un problema, especialmente cuando se carga en
nanoparticulas basadas en proteinas, ya que su absorciéon maxima a 289 nm se superpone a la
absorcion de aminoacidos aromaticos de las proteinas. En este capitulo, la robustez del método
propuesto se confirma por los resultados consistentes obtenidos en dos laboratorios diferentes
en una colaboracion entre la Universidad de Murcia (Espafia) y la Universidad de Estocolmo
(Suecia). Las dos instituciones utilizaron equipos diferentes y sus respectivas latitudes son
significativamente diferentes, lo que significa que el rendimiento del método se puede

comparar a diferentes temperaturas y en diferentes condiciones climaticas.

5.2. Materiales y Métodos
5.2.1 Materiales

La SF utilizada en este trabajo fue extraida de capullos de seda de Bombyx mori que fueron
proporcionados por el Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario
(Murcia, Espana). La SF se purific6 como ha sido publicado anteriormente en la bibliografia
[47]. Brevemente, los capullos de seda fueron trituraron en un molino y se filtraron a través de
una malla de acero inoxidable de 1 mm y después se hirvieron durante 2 h en una solucion de
Na2COs 0.2 N para eliminar la SS, las ceras y otras impurezas. Después, la SF se recogio en
un filtro con tamafio de poro de 0.1 mm y se lavo a fondo con agua tibia para eliminar la SS
libre. Finalmente, la SF se sec6 al aire en una campana extractora hasta que alcanzé un peso
constante. La NAR fue suministrada por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y se utilizo tal y
como se recibid. Durante toda la experimentacion se utilizo agua purificada obtenida a partir
de un sistema de agua ultrapura Millipore Direct-Q1 (18.2 MQ-cm a 25 °C; Billerica, MA, EE.

uu).
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5.2.2  Preparacion de solucion stock de nanoparticulas y farmaco

Las SFN se prepararon como se describe en la bibliografia [13,16]. Las SFN liofilizadas se
dispersaron en agua ultrapura mediante una sonda de ultrasonidos hasta una concentracion final
de 20 mg/mL. Se prepard una solucioén stock de 15 mg/mL de NAR en etanol agitando
vigorosamente hasta alcanzar una disolucion completa. A lo largo de la experimentacion, todas

las soluciones que contienen NAR se mantuvieron siempre protegidas de la luz.

5.2.3 Muestras de calibracion para NAR en SFN

Para calibrar el método ATR-FTIR, se prepararon seis muestras con masas relativas de
NAR (NAR%) de 0, 1.06, 2.10, 4.11, 6.04 y 7.89%, calculadas como se describe en la ecuacion
(5.1), donde mnar y msen son las masas de NAR y SFN en la dispersion NAR/SFN,

respectivamente.

My AR

NAR% = -100 (5.1)

Mpyar + Mspn

Las muestras se prepararon ainadiendo un volumen fijo de dispersion stock de SFN, seguido
de un volumen variable de solucion stock de NAR vy, finalmente, un volumen variable de etanol
puro para que el volumen total fuera 100 puL. El etanol puro se afiadid para mantener una
proporcion constante de etanol al 30 V/V%, asegurando asi que las SFN permanecieran
dispersas sin precipitar y la NAR totalmente disuelta. La masa de SFN se mantuvo constante
en todas las muestras y solo se incremento6 la masa de NAR. Estas muestras fueron utilizadas
para medir la contribucion de NAR libre y adsorbida a las SFN, indistintamente al espectro de
absorcion infrarroja para construir la curva de calibracion. Las muestras se prepararon
diariamente y se midieron por triplicado en la Universidad de Estocolmo y en la Universidad

de Murcia, dando un total de seis rectas de calibrado, las cuales se obtuvieron en dias diferentes.

5.2.4 Muestras de SFN cargadas con NAR
Para comprobar la capacidad de deteccion y cuantificacion de fA&rmacos en nanoparticulas

mediante espectroscopia ATR-FTIR, se cargaron tres muestras de SFN con NAR mediante
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incubacion de las particulas en una disolucion del farmaco con concentraciones de 0.30, 1.2 y
4.5 mg/mL durante 24 h. Las muestras se denominaron SFNnar-0.3 mg/mL, SFNnar-1.2
mg/mL y SFNnar-4.5 mg/mL, de acuerdo con la concentracion del farmaco en la solucion de
carga, y se prepararon por triplicado en diferentes dias. La concentracion final de SFN en cada
muestra fue de 14 mg/mL y el volumen final de la muestra de carga fue de 100 uL. Al igual
que para las muestras del calibrado, las disoluciones de carga de farmaco contenian etanol al
30%, lo que garantiza que las SFN permanecieran totalmente dispersas y la NAR totalmente
disuelta. Las dispersiones de carga SFN/NAR fueron sonicadas antes de comenzar el periodo
de incubacion para asegurar la homogeneidad. Pasado el tiempo de incubacién, las
nanoparticulas se centrifugaron durante 20 min a 12.100 x g, tras lo cual se elimind el
sobrenadante con el farmaco libre. Posteriormente, las nanoparticulas se lavaron con etanol al
30% para eliminar el farmaco no adsorbido. Finalmente, las nanoparticulas cargadas de
farmaco se dispersaron en agua ultrapura mediante ultrasonidos antes de proceder a la
cuantificacion del farmaco.

El contenido de farmaco cargado (DLC) y la eficiencia de encapsulacion (EE) de las

SFNnar se calcularon de acuerdo con las siguientes expresiones:

masa de NAR en la nanoparticulas
DLC(%) = —1sade SFN -100 (5.2)
NAR

masa de NAR en la nanoparticulas

EE(%) = 100 (5.3)

masa de NAR en la disolucion de carga '

En la ecuacién (5.2), la masa de SFNnar es la suma de las masas de NAR y SFN en las
nanoparticulas cargadas, es decir, el mismo valor que en el denominador de la ecuacion (5.1).

Por lo tanto, el DLC se puede determinar directamente a partir de la recta de calibrado.
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5.2.5 Adquisicion de espectros y pretratamiento de datos

Los espectros de absorcion infrarroja medidos en la Universidad de Estocolmo se
registraron en un espectrometro infrarrojo por transformada de Fourier Vertex 70 (Bruker
Optics, Ettlingen, Alemania) equipado con un detector de telururo de mercurio-cadmio
refrigerado por nitrogeno liquido, y con un accesorio ATR de diamante con un angulo de
incidencia de 45° y una reflexion (Platinum, Bruker Optics, Ettlingen, Alemania). El equipo
fue purgado continuamente con aire seco reducido en CO,. Cada espectro medido se promedid
a partir de 300 barridos a una velocidad de recopilacion de datos de 9.38 barridos por segundo.

Los espectros de absorcion infrarroja medidos en la Universidad de Murcia se registraron
en un espectrometro infrarrojo por transformada de Fourier iS5-Nicolet (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un detector de sulfato de triglicina deuterado
y con un accesorio ATR de diamante con un angulo de incidencia de 45° y una reflexion
(mddulo iD7 ATR, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Cada espectro medido
fue el promedio de 32 barridos a una velocidad de recopilacion de datos de 0.47 barridos por
segundo.

En ambos casos, los interferogramas se registraron con una resolucién de 2 cm™ con un
factor de llenado de ceros de 2, y se realizo la transformada de Fourier utilizando la funcion de
apodizacion de 3 términos de Blackman-Harris. Se recogid un espectro de fondo sin una
muestra con el mismo numero de barridos antes de cada medida. Los espectros de las muestras
se adquirieron en forma de peliculas secas colocando 2.5 pL de la dispersion de nanoparticulas
sobre el cristal ATR y secandola bajo una suave corriente de nitrogeno antes de medir como se
describio anteriormente. El espesor de la pelicula puede tener efectos significativos en el
espectro ATR resultante [48,49]; para obtener resultados reproducibles, el espesor de la
pelicula seca debe ser mayor que la profundidad de penetracion de la onda evanescente en la
muestra. Para asegurar esto, se coloco un trozo de cinta pléastica encima de la muestra de
pelicula seca, se aplicé presion con la prensa ATR y después se adquiri6 la medida. La ausencia
de sefiales de la cinta en el espectro garantiz6 que la profundidad de penetracion de la onda

evanescente era menor que el grosor de la pelicula seca y, por tanto, que la cantidad de muestra
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colocada sobre el cristal ATR era suficiente. Este procedimiento se realizé solo una vez; a
continuacion, el volumen y la concentracion se mantuvieron constantes durante el resto de la
experimentacion.

Como pretratamiento para la cuantificacion del farmaco, cada espectro se obtuvo en la
region entre 1350 y 900 cm™'; luego, se restd una linea de base trazando lineas rectas
entre los minimos del espectro de las SFN en 1350, 1316, 1185, 1134 y 900 cm™.
Finalmente, la escala de absorbancia se normaliz6 a 1 utilizando la banda amida III de
la SF (1229 cm™). Se eligi6 la banda de 1085 cm™ de NAR para cuantificar el contenido
de NAR en SFN debido a su alto coeficiente de absorcion y su insensibilidad a la
incorporacion de NAR en SFN (ver Resultados y Discusion). Las muestras del
calibrado se utilizaron para establecer una correlacion entre la cantidad de NAR y la

absorbancia a 1085 cm™! tal y cmo se describe en Resultados y Discusion.

5.3. Resultados y Discusion
5.3.1 Especificidad de la espectroscopia ATR-FTIR para identificar farmacos en SFN

La especificidad de la espectroscopia ATR-FTIR se comprob6 analizando la coincidencia
espectral entre el espectro de SFNnar-0.3 y el de NAR pura. Antes de comparar ambos
espectros, se restd un espectro de SFN al espectro de SFNnar-0.3. Como no fue posible realizar
una sustraccion consistente de las bandas de amida I y II de las SFN, el criterio elegido para la
resta espectral fue obtener una banda positiva y una negativa en las posiciones de las bandas
de amida I y II, respectivamente, mientras intentamos maximizar las sefiales de NAR. Se utiliz6
el software OMNIC V9.9.473 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para
comparar el espectro resultante y el espectro de NAR, que se pueden ver en la Figura 5.1. La
region de 1700 a 1450 cm™ fue distorsionada por la sustraccion del espectro de SFN debido a
la presencia de las intensas bandas amida I y II, y, por tanto, fue excluida de la coincidencia
espectral. Solo la region de 1400 a 1000 cm™! resaltada por el 4rea gris en la figura se usé para

analizar la coincidencia espectral. El software OMNIC encontré una coincidencia del 86%.
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Este resultado demuestra que es posible identificar el farmaco en las nanoparticulas, incluso a
bajas concentraciones de este.

El resultado sugiere que este procedimiento también podria usarse con otras proteinas como
portadores de farmacos, porque la absorcion de estas es relativamente débil por debajo de 1400
cm’!, donde el espectro de infrarrojos es muy caracteristico de la estructura de las moléculas.
Por tanto, la region de huella dactilar del espectro de infrarrojo puede utilizarse para identificar

farmacos.

86% match

oooooooooooooooooooooooooooooooo

\/\ E— SFNNAR'O-3 minus SFN

— NAR

Normalized absorbance

[ [ [ [ [ [ I
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wavenumber (cm'1)

Figura 5.1. Especificidad de la espectroscopia ATR-FTIR para identificar farmacos en
nanoparticulas de fibroina de seda (SFN). En azul, el espectro resultante después de restar
el espectro de SFN del espectro SFNnar-0.3. En rojo, el espectro de NAR medido a partir

de una pelicula seca. El rectangulo gris muestra el area utilizada para hacer coincidir.

5.3.2 Identificacion de la mejor banda marcadora de NAR en muestras de SFNn4r

El primer paso en el proceso de cuantificacion fue identificar una sefial fuerte de NAR en
el espectro de IR y con baja interferencia de la matriz de SF, que se utilizara para generar una
curva de calibrado. En la Figura 5.2a, los espectros de SFN y NAR se presentan desde 1750
hasta 900 cm™'. El espectro de SFN presenta las bandas de amida I, II y III esperadas a 1620,

1514 y 1229 cm’!, respectivamente, para la proteina de SF [50-52].
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Figura 5.2. (a) Espectros de absorcion infrarroja originales de SFN y NAR. (b) Espectros
de absorcion infrarroja corregidos por linea base de SFN, NAR y SFNwar-1.2. Los
espectros de SFN y SFNnar se normalizan a una absorbancia de 1 en el maximo de la banda
de amida IIT a 1229 cm™. El espectro de NAR se normaliza a una absorbancia de 1 a 1156
cm’. Todas las muestras se midieron como una pelicula seca obtenida a partir de una

solucion de etanol al 30%. Los circulos naranjas indican los puntos de la linea de base.

El espectro de NAR presenta fuertes bandas de absorcion ubicadas en 1633, 1609, 1594,
1169, 1156, 1085 y 1065 cm™. Las primeras tres bandas provienen de vibraciones que
comprenden diferentes combinaciones de estiramiento C=0, estiramiento C-C del anillo y
vibraciones de flexion OH [53,54]. El lector puede consultar la Figura 5.3 para conocer la
estructura de NAR. Estas tres bandas se superponen con la banda de amida I fuerte de las SFN,
lo que hace que la deteccion de NAR a partir de estas sefiales sea dificil; por lo tanto, no se

tomaron en cuenta para el analisis.

OH

HO O

OH O

Figura 5.3. Estructura de NAR.
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Las bandas en 1169 y 1156 cm™! surgen de una combinacién de vibraciones de flexion de
OH y CH; [54]. Ninguna de estas bandas se considerd para la cuantificacion, ya que los
hidroxilos pueden interactuar con la matriz proteica de las SFN, lo que podria provocar
desplazamientos de las bandas debido a interacciones entre la NAR y las SFN. De hecho, se
puede ver en la Figura 5.2b que la banda de absorcion de 1156 cm™ de NAR se desplaza hacia
arriba en 6 cm™! en el espectro de SFN cargadas con NAR (SFNnar-1.2). Como se indicd
anteriormente, esto probablemente se debe a enlaces de hidrogeno con la matriz de la proteina.
Este hecho hace que la banda no sea adecuada para de cuantificar debido a su ambigua posicion
espectral y debido a un posible impacto de los enlaces de hidrégeno en la intensidad de la
banda. Por altimo, las bandas en 1085 y 1065 cm™, que surgen de las vibraciones esqueléticas
aromaticas del anillo de flavona [54] de NAR, también se pueden detectar en el espectro
SFNnar y son buenas candidatas para seleccionarse como bandas marcadoras de
cuantificacion, ya que no se observo ningin desplazamiento entre la NAR libre y cargada en
la nanoparticula. Sin embargo, esta ultima banda esta cerca de un méaximo de absorcion de las
SEN, lo que dificulta la distincién entre absorcion de NAR y de las SFN. Por el contrario, la
banda fuerte y nitida de 1085 cm™! est4 ubicada en una pendiente del espectro SFN y, por lo
tanto, puede distinguirse de ella y utilizarse para la cuantificacion. Por este motivo, se decidio
utilizar esta banda para la cuantificacion.

El siguiente paso consistio en identificar una banda de la matriz de proteinas que se pueda
utilizar para la normalizacion. En este punto, también es importante verificar que no haya
desplazamientos en las bandas de absorcion de la matriz del polimero, que podrian ser
inducidos por la interaccion con el farmaco. Por ejemplo, se puede observar en la Figura 5.1
que la sustraccion de la absorcion de SFN del espectro de absorcion de SFNnar-0.3 no cancel6
la absorbancia en las regiones de amida I y II de absorcion de proteinas (téngase en cuenta que
la cantidad de NAR en las SFN es mucho menor que las concentraciones utilizadas para la
carga e indicadas en el espectro de SFNnar en la Figura 5.1; por lo tanto, la contribucion de
NAR es insignificante en los rangos espectrales de amida I y II). Esto se debe a un

desplazamiento de las bandas amida I y II de las SFN puras y cargadas con farmaco, que
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posiblemente se produjo por interacciones entre el farmaco y la matriz del polimero. Aqui, la
banda amida III en 1229 cm!, que es la sefial mas fuerte de SFN en la region de 1350-900 cm
'y que no mostré ningin desplazamiento, fue usada para la normalizacion.

Con la banda de cuantificacion del farmaco y la banda de normalizacion de la matriz de
nanoparticulas identificadas, los espectros deben corregirse por la linea de base antes de
continuar con el resto de operaciones. Como puntos de linea de base, se seleccionaron los
bordes de los espectros (1350 y 900 cm™), los minimos en ambos lados de la banda de
normalizacion (1316 y 1185 em™) y un punto adicional cerca de la banda de cuantificacion en
un minimo del espectro de SFN (1134 cm™). Estos se muestran como circulos naranjas en la

Figura 5.2.

5.3.3  Curva de calibrado

La siguiente etapa en el proceso de cuantificacion fue obtener la curva de calibrado
mediante la relacion entre la carga de firmaco y la absorbancia a 1085 cm™. Esto se logrd
analizando las muestras de calibrado con cantidades conocidas de SFN y NAR. En la Figura
5.4a se presenta un ejemplo de una serie de espectros normalizados y corregidos de la linea de
base de muestras de calibrado que contienen una cantidad creciente de NAR, en la que se puede
ver claramente un aumento de la absorbancia a 1085 cm™ a medida que aumenta la
concentracion de NAR. Los ajustes de las seis series de calibrado independientes, es decir, tres
obtenidas en la Universidad de Murcia y tres obtenidas en la Universidad de Estocolmo, se
muestran en la Figura 5.4b. En la Figura 5.4c, se ajust6 una curva de calibrado a todos los datos
individuales. Esta curva de calibrado se utilizé posteriormente para la cuantificacion en este
capitulo. La sefial al 0 NAR% en las Figuras 5.4b y ¢ proviene de la absorcion de las SFN. Los
datos se ajustaron mediante regresion lineal utilizando el método de minimos cuadrados. Para
la curva de calibrado final que se muestra en la Figura 5.4c, la interseccion con el eje Y se
restringi6 para que fuera igual al valor promedio de absorbancia al 0 NAR% de las seis
muestras (este valor permaneciod igual incluso cuando incluimos las diez medidas adicionales

de blancos de SFN). Usamos este procedimiento para minimizar el error al determinar bajas
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cargas de NAR, que depende en gran medida del punto de partida de la curva de calibrado. Los

parametros de ajuste se recogen en la Tabla 5.1.
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Figura 5.4. (a) Espectros de absorbancia de SFN con cantidades crecientes de NAR; (b)
Seis conjuntos de datos de calibracion y sus respectivas rectas de calibrado, tres obtenidas
en la Universidad de Murcia (UMU) y tres en la Universidad de Estocolmo (SU). (c)

Conjunto de datos de calibrado incluyendo todos los puntos.

Tabla 5.1. Parametros de la curva de calibrado. Las dos primeras columnas muestran los
parametros promedio y la desviacion estandar para cada conjunto de tres lineas de calibrado
obtenidas en la Universidad de Murcia (UMU) y la Universidad de Estocolmo (SU). La
tercera columna recoge los parametros de la recta de calibrado ajustada con todos los

puntos de datos bajo la restriccion de pasar por el valor promedio en 0 NAR%.

Parametros de Ajuste UMU SU Todos los datos

Promedio =+ desviacion estandar

Valores de mejor ajuste
Pendiente * 0.030 + 0.002 0.031 +0.001 0.029
Interseccion-Y 0.145 + 0.009 0.146 £ 0.008 0.152
Bondad del ajuste
R2°® 0.978 £ 0.007 0.982+0.019 0.973

2 Las unidades de la pendiente son NAR% ' ®

R?, coeficiente de determinacion

Como prueba de concepto, se realizd el mismo calibrado representando la intensidad
negativa de la segunda derivada en 1085 cm™ vs NAR%, como se muestra en la Figura 5.5.

Como se puede ver en la Figura 5.5a, el maximo en 1085 cm™ es claramente resuelto por la
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segunda derivada y se obtuvo una buena relacion lineal (Figura 5.5b, R? = 0.988). Este
procedimiento presenta varias ventajas, ya que no se necesita corregir la linea de base de los
espectros y podria usarse para resolver picos superpuestos en casos mas dificiles de analizar
que los presentados aqui. Sin embargo, un analisis de espectros de segunda derivada requiere
espectros con bajo ruido, y aqui, el detector de telururo de mercurio-cadmio del equipo de la
Universidad de Estocolmo demostrd ser mejor en comparacion con el detector de sulfato de
triglicina deuterado del equipo de la Universidad de Murcia. Aunque se eligié un tiempo de

grabacion de espectro mas largo para este ultimo.
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Figura 5.5. (a) Segunda derivada de los espectros de absorbancia de SFN con cantidades
crecientes de NAR obtenidas en la Universidad de Estocolmo; (b) Recta de calibrado
construida con la segunda derivada de los espectros de absorbancia a 1085 cm’
multiplicada por —1. Cada espectro se suavizd con una funcion Savitsky-Golay de trece

puntos antes de la derivacion.

5.3.4 Parametros para la validacion del método
5.3.4.1. Rango y linealidad de la curva de calibrado

La linealidad de los datos de calibrado fue buena, como lo indican los valores R? para las
rectas de calibrado individuales y para la calibracion unica ajustada a todos los datos (Tabla

5.1), que fueron iguales o superiores a 0.973. Ademas, una inspeccion visual del grafico de

171



Capitulo 5

residuos (datos no mostrados) demuestra una correlacion lineal entre la respuesta analitica y la

concentracion de farmaco en el rango de 0 a 7.89% de NAR%.

5.3.4.2. Robustez del método

La robustez del método analitico ha sido demostrada en base a las fuertes similitudes entre
las seis rectas de calibrado que se presentan en la Figura 5.4b medidas en diferentes dias, en
diferentes laboratorios y con diferentes espectrémetros. Por ejemplo, el espectrometro de la
Universidad de Estocolmo Bruker utilizé un detector de telururo de mercurio-cadmio y se
purgd continuamente con aire seco reducido en CO», mientras que el espectrometro Thermo
Fisher Scientific de la Universidad de Murcia utilizé6 un detector de sulfato de triglicina
deuterado y no fue purgado. A pesar de esto, un andlisis de covarianza realizado como se
describe en la bibliografia [55] no mostrd diferencias significativas entre las pendientes o
intersecciones con el eje Y de las rectas generadas en las dos instituciones con valores de P de
0.92 y 0.18, respectivamente. La concordancia entre los datos obtenidos en las dos instituciones
demuestra, entre otras cosas, que el vapor de agua no interfiere con las medidas porque la banda
NAR seleccionada estd fuera de la region principal de absorcion de vapor de agua. Las
desviaciones estandar relativas calculadas a partir del promedio y la desviacion estandar de

todas las pendientes y las intersecciones con el eje Y fueron de 3.8 y 5.2%, respectivamente.

5.3.4.3. Limite de deteccion, limite de cuantificacion y reproducibilidad (precision) del método

Segun la definicion del Libro de Oro de la IUPAC [56,57], el limite de deteccion (LOD) y
de cuantificacion (LOQ), expresados como concentracion o cantidad, es el valor medido mas
pequefio (4) que puede detectarse o cuantificarse, respectivamente, con certeza razonable para
un procedimiento analitico dado. ALop y ArLoq estan dados por las ecuaciones (5.4) y (5.5),

respectivamente [56,57]:

ALOD = A + 3.30 (54)

ALOQ = A_ + 100- (5.5)
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donde Ay o son el promedio y la desviacion estandar, respectivamente, de las medidas de
absorbancia a 1085 cm™! para diez muestras independientes de SFN sin carga, cinco de las
cuales se realizaron en la Universidad de Murcia y las otras cinco en la Universidad de
Estocolmo. La IUPAC recomienda el uso de diez muestras y los factores numéricos de 3.3 y
10 de acuerdo con una distribucion normal y un nivel de confianza de o = 0.05 para Arop y
Aroq, respectivamente. La reproducibilidad del método viene dada por la desviacion estandar

relativa de las medidas en blanco calculadas por la ecuacion (5.6):

Reproducibilidad (%) = =+ 100 (5.6)

x| Q

Los diez espectros utilizados y su absorbancia a 1085 cm™ se presentan en la Figura 5.6, y
nuestra evaluacion de los mismos se resume en la Tabla 5.2. Los resultados de DLCrop,
DLCLoqy reproducibilidad también se recogen en la Tabla 5.2. Los dos primeros se calcularon
insertando ArLop y ALoq en la ecuacion de la recta de calibrado final. Este resultado muestra la

alta sensibilidad y precision del método analitico desarrollado aqui.

Figura 5.6. Espectros de referencia

11085 cm™

corregidos por linea de base y
normalizados de las 10 muestras de
SFN en blanco utilizadas para el
calculo del limite de deteccion (LOD),

limite de cuantificacion (LOQ) y la

Normalized absorbance

reproducibilidad del método.

N
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Tabla 5.2. Promedio (A) y desviacion Cantidad Valor
’ . -1 —
estandar (o) de la absorbancia a 1085 cm Absorbancia promedio a 1085 cm™! (4) 0.151
utilizada para el calculo de limites de o .
Desviacién estandar (o) 0.003
deteccion (Arop y DLCiop), limites de
) ., Reproducibilidad (%) 2.0
cuantificacion (dioq y DLCioq) 'y
reproducibilidad del método de acuerdo con Absorbancia LOD (Avop) 0.161
las ecuaciones (5.4-5.6). Absorbancia LOQ (ALoq) 0.181
DLCiop (%) 0.3
DLCioqg (%) 1.0

5.3.4.4. Exactitud del método

La exactitud del método propuesto se evalué mediante el método de adicion y recuperacion
[57,58]. Primero, se prepard una muestra de calibrado con 4.11 NAR% de masa relativa y se
dividi6 en dos alicuotas de 200 pL. A una alicuota se le afiadi6 5 puL de una soluciéon de NAR
de 15 mg/mL en etanol para lograr una masa relativa final de 6.51 NAR%, mientras que se
afiadieron 5 pL de etanol puro a la otra muestra. Los espectros de infrarrojos de las muestras
enriquecidas y no enriquecidas se registraron inmediatamente y las DLC respectivas se
determinaron a partir de la absorbancia a 1085 cm™ como se describié anteriormente. La
exactitud se expresd como el porcentaje (%) de recuperacion de la muestra enriquecida, como
se indica en la ecuacion 5.7. El procedimiento se repitid cuatro veces y los resultados se
muestran en la Tabla 5.3. Una variacion del 4% en promedio de los valores esperados indicd
que el procedimiento analitico fue preciso y que no hubo efectos de matriz. El pequefio error
obtenido se encuentra dentro de los errores esperados de pipeteo, pesada y medida de

absorbancia.

DLCEnriquecida - DLCno enriquecida
NAR%aﬁadida

Recuperacion (%) = -100 (5.7)
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Tabla 5.3. Evaluacion de la exactitud del Muestra Recuperacion (%)
método para la determinacion de NAR en 1 103%
SFN.
2 104%
3 102%
4 106%
Promedio 104%
DesYlacwn 29,
estandar

5.3.5 Cuantificacion de farmaco en SFN cargadas con NAR

El DLC y la EE de las muestras de SFN cargadas con NAR medidas con este método se
presentan en la Tabla 5.4. Un aumento en la concentracion de NAR de la solucion de carga
condujo a un aumento no lineal en DLC, con la mayor parte de la carga teniendo lugar a
concentracion baja de NAR. Resultados similares han sido publicados anteriormente y han sido
atribuidos a la saturacion de los sitios de union al farmaco en la superficie de las nanoparticulas
[15]. Por el contrario, la EE disminuy6 linealmente cuando la concentracion de NAR aumento.

Notese que la naturaleza del farmaco puede identificarse mediante espectroscopia
infrarroja, incluso para las nanoparticulas con menor carga de farmaco (Figura 5.1, Seccion
5.3.1, Especificidad de la espectroscopia ATR-FTIR para identificar firmacos en SFN), aunque

el DLC determinado se encuentra entre los DLCroq y DLCLop.

Tabla 5.4. Contenido de farmaco cargado Muestra DLC (%) EE (%)
(DLC) y la eficiencia de encapsulacion Promedio + desviacion estandar
(EE) de SFN cargadas con NAR (RSD)
. o SFNxx0-0.3 0.87 £0.07 41.0£3.0
expresados como promedio + desviacion NARTT (8.7%) (7.3%)
. _ 3.13+£0.08 38.0+1.0
estandar. n = 3. -
SFNnNar-1.2 (2.6%) (2.6%)
4.06 +0.06 13.2+0.2
SFNnar-4.5 (1.6%) (1.5%)

*RSD, desviacion estandar relativa
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Las desviaciones estandar relativas de los valores de DLC medidos fueron
sorprendentemente bajas para medidas por encima del DLCioq de 1.0% (Tabla 5.4),
especialmente cuando se comparan con las medidas de espectroscopia UV-visible y
cromatografia liquida de alta resolucién utilizadas por los métodos directos o indirectos
mencionados en la Introduccion. Segun nuestra experiencia, el coeficiente de variacion de estos
métodos suele ser mucho mayor, desde varias unidades en porcentaje hasta mas del 10%,
principalmente debido a las grandes diluciones necesarias para medir los sobrenadantes (hasta
1:500) y a una separacion de fases mediante centrifugacion poco eficiente (datos no
mostrados). Estas grandes y a veces inaceptables desviaciones fueron los principales factores
de motivacion para este trabajo. A continuacidn, se discutirdn algunos de los problemas
encontrados con los procedimientos anteriores de cuantificacion de farmaco, usando la muestra
SFNnar-4.5 mg/mL como ejemplo. Para calcular su DLC por el método indirecto, las particulas
deben separarse de la disolucién de NAR inicial de 4.5 mg/mL después de la fase de carga.
Suponiendo una separacion completa y una EE del 15% (cercana a la que se obtuvo aqui; ver
Tabla 5.4), la concentracion de farmaco en el sobrenadante debe estar cerca de 3.8 mg/mL,
correspondiente al 85% del farmaco inicialmente cargado. Una concentracion tan alta no se
puede medir directamente con espectrometros UV-visible convencionales. En el caso de NAR
disuelta en etanol, se alcanza una absorbancia de 1.0 con una concentracion de 0.015 mg/mL a
289 nm (cubeta de 10 mm de camino Optico). Esto significa que para llevar la concentracion
de una muestra de 3.8 mg/mL a un rango de concentracion adecuado para la espectroscopia
UV-visible, se requiere una dilucion 1:250, lo que conlleva un alto grado de error. Suponiendo
una dilucion de dos pasos, correspondiente a cuatro volimenes pipeteados, y asumiendo un
error de pipeteo del 2%, el error de concentracion final fue cercano al 4%. La situacion mejora
a concentraciones mas bajas de la solucion de carga, donde la EE es mayor. Por ejemplo, la
muestra SFNnar-0.3 con una EE cercana al 50% requiri6 solo una dilucion 1:10. Sin embargo,
solo se lograron DLC bajos con concentraciones de fArmaco tan bajas, mientras que los DLC
altos son el objetivo de los productores de farmacos. Por tanto, el error de dilucién del método

indirecto es mas alto en las condiciones que son mas interesantes desde el punto de vista de la
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fabricacion de medicamentos, mientras que son mas bajos para el método directo presentado
en este capitulo. Ademas, la separacion de las SFN de la solucion de carga de NAR es ineficaz.
Muestras de control que contenian 1 mg/mL de SFN dispersadas en etanol al 30% tenian una
absorbancia superior a 0.100 a 289 nm después de intentar la separacion de las SFN de la fase
liquida mediante centrifugacion durante 30 min a 13400 rpm. La absorbancia proviene de las
nanoparticulas y se sumaria a la absorbancia del firmaco en un experimento de cuantificacion,
haciendo que la absorbancia aparente del farmaco sea mayor de lo que realmente es. Esto
genera un error sistematico que es particularmente pronunciado a bajas concentraciones de
NAR. Este error existe en todos los casos en los que la sefial espectroscopica medida del
farmaco se superpuso con la absorcion de las nanoparticulas. Por lo tanto, el procedimiento
indirecto es propenso a errores en todo el rango de concentracion del farmaco, ya sea debido a
una separacion incompleta del firmaco de las nanoparticulas a concentraciones bajas del

farmaco o debido a errores de dilucidn en concentraciones altas del farmaco.

5.4. Conclusiones

En este capitulo se ha desarrollado un método sencillo, econdmico y rapido para la
cuantificacion de farmacos en nanoparticulas utilizando espectroscopia ATR-FTIR de
peliculas secas. El método presenta una excelente linealidad en el rango de 0 a 7.89 NAR%, a
pesar de las bajas concentraciones de farmaco. El DLCrop y DLCrLoq fueron de 0.3 y 1.0%,
respectivamente, para NAR en SFN. La reproducibilidad en términos de desviacion estandar
relativa después de medir 10 muestras en blanco fue del 2.0%. El método demostro ser robusto,
ya que las rectas de calibrado obtenidas en dos instituciones distintas no mostraron diferencias
estadisticas.

La metodologia desarrollada aqui es menos susceptible a la sobreestimacion o
subestimacion del DLC que puede tener lugar usando procedimientos de cuantificacion directos
e indirectos convencionales [30,31], y puede utilizarse facilmente con otras SFN cargadas con
diferentes farmacos e incluso con otros nanoportadores poliméricos. Ademas, puede operar

sobre el producto farmacéutico final sin necesidad de acceder a la solucion de carga. Este
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método, es mas rapido que el procedimiento directo porque no requiere extraccion de farmacos
ni separacion de fases.

Con el método nuevo, una simple evaluacion de la absorbancia en un numero de onda
determinada fue suficiente para cuantificar un farmaco en nanoparticulas proteicas. No
obstante, otros medicamentos y sistemas de transporte pueden presentar casos mas complejos
y requerir procedimientos de evaluacion personalizados. Estos podrian consistir en considerar
(1) la sefial en varios numeros de onda para eliminar la contribucion de la proteina a la senal
medida, (ii) la segunda derivada de la absorbancia para una mejor separacion de las bandas de
farmaco y proteina, y (iii) el uso de métodos estadisticos multivariantes para identificar
regiones espectrales relevantes y para establecer modelos de calibracion. Sin embargo, en todos
los casos seria beneficioso basar la cuantificacion en bandas de farmaco poco afectadas por el
entorno, es decir, bandas que son provocadas por vibraciones con pequeias aportaciones de
grupos funcionales que son capaces de interaccionar con la matriz polimérica. Por esta razon,
en este capitulo se uso la banda correspondiente a una vibracion aromatica esquelética a 1085
cm! y se descarté la banda de OH mas fuerte a 1156 cm™, que se desplazoé cuando el fArmaco
se incorporo a la matriz proteica. Lo mismo se aplica a las bandas de la matriz proteica que se
utilizan para la normalizacion. No deberian verse afectadas por interacciones con el farmaco.

El uso de la segunda derivada para la cuantificacion tiene la ventaja de resolver mejor las
bandas superpuestas, como se menciond anteriormente, pero también presenta desafios, ya que
requiere espectros de alta calidad. Aqui, el detector de telururo de mercurio-cadmio enfriado
con nitrogeno liquido funcioné mucho mejor que el detector de sulfato de triglicina deuterado,
que opera a temperatura ambiente. Solo un aumento considerable del tiempo de grabacion del
espectro con este ultimo detector puede mitigar la diferencia de calidad. Por el contrario,
cuando se analizan los espectros de absorbancia, la mayoria de los detectores de infrarrojos
modernos funcionaran bien en el rango espectral de IR medio y no deberian ser una
preocupacion para el usuario.

Otro posible problema es el vapor de agua, que podria tener un impacto significativo en las

regiones espectrales 1250-2100 cm™ y 3300-4000 cm™! cuando se usa un equipo sin purgar. En
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el procedimiento presentado aqui, las regiones de vapor de agua no se utilizaron para el analisis
y, por lo tanto, no fueron motivo de preocupacion. No obstante, los usuarios han de ser
conscientes de este problema, ya que la compensacion de vapor de agua computacional podria
funcionar para algunas aplicaciones, pero no para otras. El problema del vapor de agua sera
considerablemente mas severo cuando se analice la segunda derivada de la absorbancia, ya que
esta magnifica las bandas de vapor de agua en relacion con las bandas mas amplias de analito

y proteina.
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Conclusiones generales y perspectivas futuras

6.1. Conclusiones Generales

Esta Tesis Doctoral se centra en la sintesis y caracterizacion de SFN para el transporte de
farmacos. Se ha hecho uso de ILs para la disolucion de la SF y otros biopolimeros para la
produccion de nanoparticulas. Se estudia la influencia del proceso de desgomado de la seda
sobre las propiedades de las SFN. Mediante el ajuste simultdneo de la banda amida [ y su
segunda derivada se ha conseguido un ajuste robusto para dilucidar la estructura secundaria de
la SF en diferentes etapas del proceso de produccion de nanoparticulas empleando ILs.
Finalmente, se desarrolla un método simple y robusto para la cuantificacion directa del
contenido de fArmaco cargado en nanoparticulas. Aqui se resumen los principales resultados y

se presentan las perspectivas de futuras investigaciones.

Con respecto a la revision bibliografica realizada sobre la sintesis de nanoparticulas
biopoliméricas utilizando ILs, las principales conclusiones obtenidas han sido las siguientes:
1. Los ILs muestran una gran capacidad para disolver una amplia variedad de biopolimeros,

entre ellos: celulosa, xilano, almidon, quitosano, queratina y SF.

2. Lautilizacion de ILs y ultrasonidos para la disolucién de SF permite:

(1) Reducir el tiempo de disolucion de horas a minutos en comparacion con los
métodos tradicionales.

(i)  Aumentar significativamente la concentracion maxima de la disolucion. Se
pueden alcanzar concentraciones de hasta 23% en peso de SF utilizando cloruro
de 1-etil-3-metilimidazolio como disolvente.

(ii1))  Aumentar la estabilidad de las disoluciones de pocos dias a varios meses.

(iv)  Las disoluciones de biopolimero/IL pueden ser utilizadas directamente sin mayor
purificacion para producir nanoparticulas mediante procesos de antisolvatacion,
lo que supone un gran avance hacia la escalabilidad de la produccion de
nanoparticulas biopoliméricas.

(v) Los IL son altamente reciclables, lo que implica que la escalabilidad puede

realizarse a través de un proceso respetable con el medio ambiente.
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Las SFN pueden ser cargadas con curcumina mediante los métodos de adsorcion y
coprecipitacion. Las nanoparticulas cargadas presentaron una distribuciéon de tamafio
estrecha, con un didmetro hidrodindmico <175 nm, y un elevado potencial-Z en valor

absoluto.

Con respecto a la influencia que tiene el proceso de purificacion de la SF sobre las

caracteristicas de las nanoparticulas producidas, los principales logros obtenidos han sido los

siguientes:

1.

han

1.

188

La eficiencia para la eliminacién de las SS de los distintos métodos sigue la serie:
ultrasonidos < autoclave < ebullicion alcalina corta < ebullicion alcalina intensiva.

El unico método que produjo una SF libre de SS fue el procesado por ebullicion alcalina
intensiva.

Mediante el andlisis de la electroforesis en gel, se concluye que la degradacioén producida
por los distintos métodos de desgomado sigue la serie: autoclave <ultrasonidos < ebullicion
alcalina corta < ebullicion alcalina intensiva.

Se encontrd una correlacion positiva entre la degradacion de la SF y la reduccion en el

tamano de las particulas y la distribucion de tamafios de estas.

Con respecto al estudio de la estructura secundaria de la SF, los principales logros obtenidos
sido los siguientes:

Las fibras de SF consisten en un 58% de laminas [, un 33% de estructuras irregulares y/o
giros y un 9% de estructuras en forma de giros.

Las tres bandas a 1626, 1619 y 1609 cm! utilizadas para ajustar la region de l4minas P se
asignaron a laminas distorsionadas y a las dos estructuras de laminas B apiladas B y A,
respectivamente.

La asignacion de banda fue respaldada por espectros de amida I simulados y la abundancia
relativa de cada estructura se encuentra en concordancia con estudios previos realizados
con RMN.

Las SFN regeneradas mostraron una banda amida I y una composicion de estructura
secundaria similares a las de las fibras nativas, pero con una disminucion del 7% en el
contenido de las laminas B y un aumento de igual magnitud en las estructuras en forma de

giro.
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Con respecto al método desarrollado para la cuantificacion directa de faArmacos cargados

en nanoparticulas poliméricas, los principales logros obtenidos han sido los siguientes:

1.

Se obtuvo una recta de calibrado con buena linealidad entre 0 y 7.89 % de la masa relativa
de NAR de la nanoformulacion con un R? de 0.973.

El limite de deteccion y el limite de cuantificacion calculados siguiendo las
recomendaciones de la [UPAC se establecieron en 0.3 y 1.0% de la masa relativa de NAR,
respectivamente, con una reproducibilidad del 2%.

La precision del método fue determinada mediante el procedimiento de adicion y
recuperacion obteniendo una recuperacion promedio del 104%. Ademas, la robustez del
método analitico fue confirmada por la notable concordancia entre las calibraciones
realizadas en dos instituciones diferentes.

Como prueba de concepto, se realizd la misma calibracion utilizando la intensidad negativa
de la segunda derivada en funcion de la masa relativa de NAR. Este procedimiento para la
construccion de la recta de calibrado es de utilidad en el caso de tener que resolver picos

superpuestos para la cuantificacion de fArmacos en otros nanosistemas.
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6.2. Perspectivas futuras

Estructura de la seda

La estructura secundaria de la SF es responsable de las interesantes propiedades mecanicas
del biopolimero. En el Capitulo IV, se ha observado que las estructuras de lamina 3 apiladas
del tipo B de la SF no se forman en igual medida que las del tipo A en el particular proceso de
sintesis de nanoparticulas utilizado. La formacion de seda cristalina, silk II, a partir de una
estructura secundaria parcialmente desordenada y soluble en agua, silk I, es de gran interés
cientifico y comercial para la produccion de seda artificial. Las estructuras de laminas f3
apiladas se forman estadisticamente en una distribucion 2A:1B en el proceso natural de
biohilado. Seria interesante estudiar como pardmetros tales como la temperatura del metanol
(antidisolvente) o de la disolucion de SF/IL en la sintesis de las nanoparticulas podrian tener
efectos de control termodinamico en la formacion de estas estructuras.

En caso de poder conseguir un control sobre las estructuras formadas, estas podrian ser

correlacionadas con distintas propiedades mecanicas y bioquimicas como la biocompatibilidad

o degradabilidad de la SF.

Cuantificacion de farmacos en diferentes sistemas

En el Capitulo V se ha presentado un método para cuantificar NAR en SFN. 4 priori,
el método deberia ser aplicable a diferentes sistemas, es decir, poder cuantificar otros farmacos
en diferentes matrices poliméricas. Aqui se ha expuesto la cuantificaciéon de un farmaco con
estructura aromatica en una matriz proteica. El primero suele presentar picos de absorcion
intensos en la zona de nimero de onda bajas (<1500 cm™') mientras que las proteinas tienen
una absorbancia relativamente baja por debajo de 1250 cm™. Sin embargo, los carbohidratos,
presentan absorbancias mas intensas en las zonas de niimero de onda bajas, lo que podria
representar casos mas desafiantes. Por otro lado, también seria interesante ensayar el método
con diferentes nanosistemas, como por ejemplo en liposomas, especialmente debido a que son

los nanosistemas mas abundantes en el mercado.

Carga de farmaco
Como se menciond en el Capitulo I de antecedentes, los farmacos pueden ser cargados en
la superficie de las particulas mediante la incubacion de estas en una disolucion del farmaco.

Diferentes pardmetros como la concentracion del farmaco, la concentracién de nanoparticulas
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o la relacion masica entre ambos pueden tener efectos sobre la carga total. La bibliografia no
es clara en cuanto a cual de estos pardmetros tiene mayor influencia en el resultado final de la
carga. Por estos motivos y haciendo uso del nuevo método més preciso para la cuantificacion
de farmaco cargado en nanoparticulas presentado en el Capitulo V, se propone disefiar un
experimento factorial que ponga a prueba todos los parametros de carga que puedan estar

influenciando la misma.

Liberacion de farmaco

En esta tesis presentamos la capacidad de las SFN para cargar farmacos como la Curcumina
(Capitulo II) y la Naringenina (Capitulo V). Sin embargo, para obtener un sistema de
administracion de farmacos es necesario que este ultimo sea liberado del nanosistema. Uno de
los métodos mas utilizados para medir la cinética de liberacion se basa: (i) en incubar las
particulas cargadas en un medio de liberacion durante un periodo de tiempo, (ii) separar las
fases, (iii) medir el farmaco liberado en el medio, (iv) redispersar el nanosistema en medio
nuevo y repetir los pasos (i) a (iv). Sin embargo, el paso (ii) presenta los mismos problemas de
separacion de fase que se discutieron en el Capitulo V, pudiendo afectar a la medida de la
liberacion de farmaco.

Aqui, se propone para trabajos futuros utilizar un dispositivo en el que el nanosistema
cargado se colocaria en un accesorio de dialisis para la unidad ATR del espectrometro de
infrarrojo y el farmaco liberado es cuantificado en funcion del tiempo. Utilizando un modelo
matematico apropiado en combinacidon con una medicion continua de la liberacion de farmaco,

seria posible estudiar los perfiles de liberacion.
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Introduction

The academy and industry have made extraordinary advances in a wide variety of
areas due to the development of nanotechnology and the control of structures at the
nanoscopic levels. Particularly in the field of medicine, nanotechnology has the potential
to generate a significant impact on human health, being able to improve the diagnosis,
prevention and treatment of diseases. In this field, nanotechnology seeks to encapsulate
drugs and/or tracer compounds in nanoparticles to increase their efficiency by allowing
direct delivery to target tissues; while they reduce their toxicity avoiding accumulation
and the consequent side effects in healthy tissues. The encapsulation of drugs also allows
their controlled release, thus avoiding maximum levels of highly harmful or
subtherapeutic concentrations. Moreover, nanoparticles are of great value in the transport
of drugs with low solubility in water; which turns out to be the major problem when
introducing new drugs to the market because it limits their bioavailability in the body.

The European Commission defines nanomaterials as those of natural, incidental or
manufactured origin that contain particles in an abundant state, as aggregates or
agglomerates in which, at least 50% of the particles, according to their size distribution
by number have one or more external dimensions between 1 and 100 nm [1], although
there is no universally accepted definition. Because an operational definition is required
for the purposes of this study, the term nanomedicine is defined based on the proposal by
Etheridge et al. [2] as “the use of nanoscale or nanostructured materials in medicine,
engineered to have unique medical effects based on their structures, including structures
with at least one characteristic dimension up to 300 nm”. Materials on this scale have
unique properties from their macroscopic counterparts, both in terms of their
physicochemical properties and physiological interactions.

A wide variety of materials can be used for the preparation of nanoparticles depending
on the intended function of the system. Inorganic nanoparticles based on metals have high
stability and small size, which gives them high cell penetrability. However, its prolonged
use is usually toxic if the body unable to eliminate it correctly. Biodegradable synthetic
polymers such as polyvinyl alcohol or polylactic acid are usually attractive alternatives
since they can be decomposed in the body and their high purity makes the nanoparticle
preparation highly reproducible. Despite this, many of the degradation products of these
polymers are usually toxic and their synthesis is associated with the use of a large number

of solvents and aggressive chemicals. Furthermore, these polymers are expensive. In
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contrast, natural polymers are biocompatible, biodegradable, inexpensive, and their
processing often requires mild operating conditions and reagents that are safe to handle.

The silk fibroin of the Bombyx mori species silkworm is a natural, protein polymer
that presents an interesting combination of mechanical properties, such as flexibility and
resistance which are still difficult to achieve with synthetic polymers. Furthermore,
fibroin is biodegradable and biocompatible, which makes it an excellent material for the
production of nanoparticles for drug delivery. Silk fibroin nanoparticles are capable of
loading a wide variety of therapeutic compounds and various macromolecules, penetrate
biological membranes and be chemically modified to extend their functionality.

Although the remarkable mechanical resistance of fibroin is one of the attractive
properties of the biomaterial, the nanoparticle synthesis process is hampered by its high
stability, due to the high number of hydrogen bonds in its secondary structure, mostly in
the form of an antiparallel B-sheet. A recent method, developed by the Research Group
in which this doctoral thesis has been carried out, based on the use of ionic liquids to
dissolve native fibroin, has allowed the production of nanoparticles in an easy and
scalable process for industry. Ionic liquids are organic salts that are in a liquid state at
temperatures below 100 °C and are usually made up of an organic cation (frequently
dialkyl imidazolium and tetraalkylammonium salts) and an inorganic or organic anion
(for example, BF4", PFs", CH3COQO"). Ionic liquids have emerged as promising solvents
for a wide variety of chemical and biochemical processes because of their extraordinary
properties, including negligible vapor pressure, high thermal and chemical stability, lower
toxicity than many conventional organic solvents, and the potential for modulating its
physicochemical properties based on the appropriate choice of the constituting cation and
anion. Furthermore, ionic liquids can be separated from other solvents by simple
distillation because of their high boiling point, which makes them easily recyclable.

The silk fibroin nanoparticle synthesis process comprises several stages. First, the
fibroin is purified by removing the sericin (a method known as degumming). Second,
fibroin must be dissolved in its monomeric units and, subsequently, regenerated into
nanoparticles. Each of these steps can have significant effects on the secondary structure
of the protein and given the implications, it has on the resistance, degradability and

biocompatibility of the final product, their study is essential.

On the other hand, for the correct administration of therapeutic doses, the drugs loaded

in the nanoparticles must be precisely quantified. To date, two approaches are mainly
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used for this task. They are based on a direct and indirect measurement of the drug loading
content in the nanoparticle. However, both suffer from inefficiencies in drug extraction
and solid-liquid separation process, as well as dilution errors.

Given the above considerations, this Doctoral Thesis focuses on the study of silk
fibroin nanoparticles as drug nanocarriers, their synthesis process using ionic liquids, the
characterization of the secondary structure of the protein during the entire synthesis

process and the quantification of the amount of drug in the nanoparticles.
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Objectives

This Doctoral Thesis presents four global objectives: The study of (i) the synthesis process

of silk fibroin nanoparticles using ionic liquids, (ii) the influence of the silk fibroin purification

process in the synthesis process, (iii) the characterization of the secondary structure of the

protein throughout the synthesis process and (iv) the quantification of the amount of drug loaded

in the nanoparticles. These global objectives have been broken down into specific objectives as

indicated below:

5. Carry out a bibliographic review on the synthesis of biopolymeric nanoparticles using ionic

liquids.

a.

To study the capacity of ionic liquids to dissolve biopolymers that are interesting for the
synthesis of nanoparticles in the administration of drugs. Among them: cellulose, xylan,
starch, chitosan, keratin and silk fibroin.

To evaluate the process of synthesis of silk fibroin nanoparticles by dissolving them in
1-ethyl-3-methylimidazolium acetate accelerated by high-power ultrasound.

Examine the loading processes of curcumin on silk fibroin nanoparticles by

coprecipitation and adsorption.

6. To study the influence of the silk degumming process on the structural characteristics of

nanoparticles.

a.

Purify silk fibroin using four of the most representative degumming methods in the
literature, namely: autoclaving, short and intensive alkaline boiling (30 and 120 min,
respectively) and high-power ultrasound.

Evaluate the efficiency of sericin removal from the methods used.

Evaluate fibroin degradation after degumming treatments using gel electrophoresis.

To study the morphology, mean size, size distribution, Z potential and surface charge
density of the particles resulting from the fibroins treated with the different degumming
methods and correlate these parameters with the integrity of the fibroin and the amount

of sericin in the fibers.

7. To develop a method based on infrared spectroscopy that allows analyzing the secondary

structure of silk in all stages of nanoparticle synthesis.
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a.

To study the secondary structure of silk fibroin in its native fiber states, dissolved in
ionic liquid and regenerated in nanoparticle form.

Compare Experimental Results with Computational Models for Banding to Stacked [3-
Sheet Structures.

Compare the secondary structure of native fibroin fiber with regenerated fibroin

nanoparticles.

8. To develop a method for the direct quantification of drugs loaded in polymeric
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nanoparticles.

a.

Identify a signal in the infrared absorbance spectrum characteristic of the loaded drug
and construct a calibration curve.

Validate the quantification method according to the IUPAC guidelines. Define the
parameters of limit of detection, limit of quantification, reproducibility, linear range and
precision.

Construct a calibration curve using the second derivative of the absorbance spectrum as
an alternative to resolve overlapping peaks in order to extend the applicability of the

method to other systems.



Work Structure

Under the specific objectives, this work has been divided into the following chapters:

In Chapter 1, background information is presented along with a bibliographic review of
the nanoparticles' state-of-the-art designs that have been proposed for drug transport. It will
begin with a brief historical review of nanotechnology including the mechanism of increased
penetration and retention proposed by Matsumura and Maeda in 1986, considered the
beginning of nanomedicine. Next, key concepts such as the advantages provided by
nanocarriers, as well as design principles will be discussed. Different routes of administration
and elimination of nanoparticles will be analyzed. Subsequently, the characteristics of silk
fibroin and its applications as a biomaterial, its structure, biocompatibility and degradability
will be reviewed. Finally, silk fibroin nanoparticle synthesis methods and drug loading methods
will be considered.

In Chapter 2, the synthesis of nanoparticles using ionic liquids and different biopolymers
will be addressed, dedicating special importance to those produced from silk fibroin. The
group’s recent studies describing how high-power ultrasound can accelerate the process of
dissolution of silk proteins in ionic liquids and how fibroin nanoparticles can be obtained
directly from the fibroin-ionic liquid solution will be presented. rapid desolvation in polar
organic solvents. As an example, the possible biomedical application of curcumin-loaded silk
fibroin nanoparticles for cancer treatment is presented.

In Chapter 3, the study of the influence that the silk fibroin purification method -known as
degumming- has on the nanoparticle production process will be carried out. Four methods were
used based on (i) the use of an autoclave, (i1) short alkaline boiling (Na2CO3), (ii1) long alkaline
boiling (Na2CO3) and (iv) ultrasound. The resulting fibers were dissolved in the ionic liquid,
1-ethyl-3-methylimidazolium acetate, and used for the synthesis of nanoparticles by rapid
desolvation in methanol. The relative efficiency of the degumming processes and the integrity
of the resulting fibroin fibers were analyzed by mass loss, light microscopy, thermogravimetric
analysis, infrared spectroscopy, and electrophoresis. Particle sizes and morphology were
analyzed by dynamic light scattering and field emission scanning electron microscopy.

In Chapter 4 the secondary structure of the resulting fibroin nanoparticles is studied since

this will allow guaranteeing their mechanical properties and biocompatibility. In this section,
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anew method based on infrared spectroscopy will be presented to study the secondary structure
of silk fibroin in different stages of the production process: in its native fiber state, dissolved
in ionic liquid and after regeneration in the form of nanoparticles. The experimental analysis is
based on the simultaneous adjustment of the absorption band of amide I and its second
derivative. Unlike the usual adjustment made exclusively to the absorption spectrum, this new
approach exploits all the spectral information contained in the spectrum and provides more
robust results.

In Chapter S, we develop a simple and robust method for the direct quantification of drugs
in polymeric nanoparticles based on total attenuated reflection Fourier transform infrared
spectroscopy that can be adapted to a wide variety of drug delivery systems.

Finally, in Chapter 6 the overall conclusions drawn from the previous chapters are
collected and proposals are made of future perspectives in the line of this Doctoral Thesis

research.

Finally, it should be noted that each of the chapters presents the bibliography corresponding
to each of the subjects under study at the end.

202



General conclusions

General conclusions and future perspectives

General Conclusions

In this Doctoral Thesis, the synthesis and characterization of silk fibroin nanoparticles for
drug transport was investigated. lonic liquids have been used for the dissolution of silk fibroin
and other biopolymers for the production of nanoparticles. The influence of the silk
degumming process on the properties of fibroin nanoparticles is studied. Through the
simultaneous adjustment of the amide I band and its second derivative, a robust adjustment has
been achieved to elucidate the secondary structure of silk fibroin at different stages of the
nanoparticle production process involving ionic liquids. Finally, a simple and reliable method
is developed for the direct quantification of loaded drug content in nanoparticles. The main

results are summarized here and the prospects for future research are presented.

Regarding the bibliographic review carried out on the synthesis of biopolymeric
nanoparticles using ionic liquids, the main conclusions obtained have been the following:
4. Tonic liquids show great power to dissolve a wide variety of biopolymers, including
cellulose, xylan, starch, chitosan, keratin and silk fibroin.
5. The use of ionic liquids and ultrasound for the dissolution of silk fibroin allows:

(vi)  Reduce dissolution time from hours to minutes compared to traditional methods.

(vil)  Significantly increase the maximum concentration in the solution.
Concentrations of up to 23% by weight of silk fibroin can be achieved using 1-
ethyl-3-methylimidazolium chloride as solvent.

(viil) Increase the stability of solutions from a few days to several months.

(ix)  Biopolymer/ionic liquid solutions can be used directly without further
purification to produce nanoparticles through the antisolvent process, this
represents a great advance towards scalability of biopolymeric nanoparticle
production.

(x) Ionic liquids are highly recyclable, which means that scalability can be done in
an environmentally friendly process.

6. Silk fibroin nanoparticles can be loaded with curcumin by adsorption and coprecipitation
methods. The charged nanoparticles had a narrow size distribution, with a hydrodynamic

diameter <175 nm, and high zeta potential in absolute value.
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Regarding the influence that the silk fibroin purification process has on the characteristics
of the nanoparticles produced, the main achievements obtained have been the following:

5. The efficiency for the removal of sericins of the different methods follows the series:
ultrasound <autoclave <short alkaline boiling <intensive alkaline boiling.

6. The only method that produced sericin-free fibroin was intensive alkaline boiling.

7. Through the analysis of gel electrophoresis, it is concluded that the degradation produced
by the different degumming methods follows the series: autoclave <ultrasound <short
alkaline boiling <intensive alkaline boiling.

8. A positive correlation was found between the degradation of fibroin and the reduction in

the size of the particles and their size distribution.

Regarding the study of the secondary structure of silk fibroin, the main achievements
obtained have been the following:

5. Fibroin fibers consist of 58% B-sheets, 33% irregular structures and/or turn-like structures
and 9% turn-like structures.

6. The three bands at 1626, 1619, and 1609 cm-1 used to adjust the B-sheet region were
tentatively assigned to distorted sheets and the two stacked B-sheet structures B and A,
respectively.

7. The band assignment was supported by simulated amide I spectra and the relative
abundance of each structure is in agreement with previous studies performed with nuclear
magnetic resonance.

8. The regenerated silk fibroin nanoparticles showed an amide I band and secondary structure
composition similar to that of native fibers, but with a 7% decrease in -sheet content and

an equal magnitude increase in turn-like structures.

Regarding the method developed for the direct quantification of drugs loaded in polymeric
nanoparticles, the main achievements obtained have been the following:

5. A calibration curve with good linearity was obtained between 0.00 and 7.89 % of the
relative mass of naringenin in the nanoformulation with an R? of 0.973.

6. The limit of detection and the limit of quantification calculated following IUPAC
recommendations were established at 0.3 and 1.0% of the relative mass of naringenin,
respectively, with reproducibility of 2%.

7. The precision of the method was determined by the spike and recovery approach obtaining

an average recovery of 104%. Furthermore, the robustness of the analytical method is
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illustrated by the remarkable agreement between the calibrations performed at two different
institutions.

As proof of concept, the same calibration was performed using the negative intensity of the
second derivative as a function of the relative mass of naringenin. This approach for the
construction of the calibration curve is beneficial in the case of having to resolve

overlapping peaks for drug quantification in other nanosystems.
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Silk structure

The secondary structure of silk fibroin is responsible for the impressive mechanical
properties of the biopolymer. In Chapter IV, it has been observed that fibroin type B stacked
B-sheet structures do not form to the same extent as type A in the particular nanoparticle
synthesis process used. The formation of crystalline silk, silk II from a partially disordered and
water-soluble secondary structure, silk I, is of great scientific and commercial interest for the
production of artificial silk. Stacked B-sheet structures are statistically formed in a 2A:1B
distribution in the natural bio-spinning process. It would be interesting to study how parameters
such as the temperature of methanol (antisolvent) or the fibroin/ionic liquid solution in the
synthesis of nanoparticles could have thermodynamic control effects on the formation of these
structures.

In case of being able to achieve control over the structures formed, these could be correlated
with different mechanical and biochemical properties such as the biocompatibility or

degradability of fibroin.

Quantification of drugs in different systems

In Chapter V a method for quantifying naringenin in silk fibroin nanoparticles has been
presented. A priori, the method should be applicable to different systems, that is, to be able to
quantify other drugs in different polymeric matrices. Here the quantification of a drug with an
aromatic structure in a protein matrix has been exposed. The former usually have strong
absorption peaks in the low wavenumber range (<1500 cm™") while proteins have a relatively
low absorbance below 1250 cm™'. However, carbohydrates have more intense absorbances in
the low wavenumber areas, which could represent more challenging cases. On the other hand,
it would also be interesting to test the method with different nanosystems, such as liposomes,

especially since they are the most abundant nanosystems on the market.

Drug loading

As mentioned in the Background Chapter 11, drugs can be loaded onto the surface of the
particles by incubating the particles in a drug solution. Different parameters such as drug
concentration, nanoparticle concentration, or the mass ratio between the two can have effects
on the total charge. The literature is not clear as to which of these parameters has the greatest

influence on the final result of loading. For these reasons and making use of the new, more
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precise method for the quantification of drug loading in nanoparticles presented in Chapter V,
it is proposed to design a factorial experiment that tests all the loading parameters that may be

influencing it.

Drug release

In this Thesis, we present the capacity of fibroin nanoparticles to load drugs such as
Curcumin (Chapter II) and Naringenin (Chapter V). However, to obtain a drug delivery
system the latter must be released from the nanosystem. One of the most used methods to
measure release kinetics is based on: (i) incubating the loaded particles in a release medium for
a determined time, (ii) separating the phases, (iii) measuring the drug released in the medium,
(iv) redisperse the nanosystem in fresh medium and repeat steps (i) to (iv). However, step (ii)
suffers from the same phase separation problems that were discussed in Chapter V and can
affect the measurement of drug release.

Here, it is proposed for future work to use a device in which the loaded nanosystem would
be placed in a dialysis accessory for the ATR unit of the infrared spectrometer and the released
drug is quantified as a function of time. Using an appropriate mathematical model in
combination with continuous measurement of drug release, it would be possible to study the

release profiles.
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