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Los resultados experimentales obtenidos durante el desarrollo de la presente tesis doctoral, asi
como la discusién de los mismos, se presentan en esta memoria divididos en 5 capitulos. En los
cuatro primeros capitulos se exponen los resultados obtenidos en la consecucion de objetivos
diferentes, sin bien toda la investigacion realizada estd enmarcada en el estudio de hidrogeles
supramoleculares basados en péptidos cortos y su aplicacion como medio para la obtencion de
materiales hibridos y compuestos. Estos capitulos constan de: introduccion, planteamiento y
objetivos, materiales y métodos, resultados y discusion, y conclusiones. El dltimo capitulo
(Capitulo 5) es un compendio de resultados obtenidos en colaboracion con otros grupos de

investigacion que no estan englobados en el eje central de la tesis doctoral.

El contenido de los diferentes capitulos se resume a continuacion:

En el Capitulo 1, titulado “Hidrogeles supramoleculares anis6tropos mediados por
nanoparticulas de hierro con mejores propiedades mecéanicas” se plantea la posibilidad de
modificar las propiedades mecéanicas de un hidrogel supramolecular mediante la inclusion de
nanoparticulas magnéticas. En este sentido se propone el disefio y sintesis de hidrogeles
supramoleculares basados en Fmoc-difenilalanina (FmoFF) que alberguen nanoparticulas de
hierro (FeNPs) en su interior, formados en presencia y ausencia de un campo magnético externo

y el posterior estudio de las propiedades micro y macroestructurales.

En la Introduccién del Capitulo 1 se presentan los conceptos de material hibrido y material
compuesto, asi como de gel, haciéndose especial hincapié en los hidrogeles supramoleculares. Se
detallan los aspectos mas relevantes de los hidrogeles supramoleculares basados en péptidos
cortos respecto a sus caracteristicas, versatilidad y su aplicacion como medio para la obtencion

de materiales hibridos y compuestos, definiendo de esta forma el marco global de la tesis doctoral.

En lo referente a los resultados obtenidos, en el Capitulo 1 se presenta la sintesis y caracterizacion
estructural de nuevos hidrogeles supramoleculares basados en péptidos cortos (FmocFF) hibridos
con FeNPs. Estos hidrogeles hibridos se han preparado a través de la autoasociacion de FmocFF
en una suspension que contenia FeNPs en presencia y en ausencia de un campo magnético
externo. Estos hidrogeles en presencia de un campo magnético originaban agregados en forma de
columnas de FeNPs observables mediante microscopia éptica. Las FeNPs fueron englobadas por
las fibras peptidicas originando un material anis6tropo en presencia de un campo magnético
externo. Estos hidrogeles eran mas rigidos frente a la aplicacion de fuerzas de cizalladura
aplicadas perpendicularmente que en paralelo, presentando valores de G’ (modulo de
almacenamiento) hasta 7 veces superiores a los correspondiente a hidrogeles sin particulas. Este

es el primer ejemplo en el que las propiedades mecanicas de hidrogeles peptidicos se ven
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modificadas sustancialmente por la presencia de FeNPs. Un estudio a nivel microscopico de las
fibras mostr6 que la estructura secundaria peptidica apenas se modificaba por la presencia de las
nanoparticulas, demostrando la versatilidad de las interacciones supramoleculares para adaptarse
a nuevos entornos y generar nuevos materiales. Por ultimo, la difusion de un soluto por el
entramado fibrilar apenas varid por la incorporacién de las particulas, siendo este un escaso
ejemplo en el que se consigue aumentar significativamente la dureza de un gel sin disminuir el

tamafio de poro de la red reticular.

En el Capitulo 2 titulado “Cristales de lisozima crecidos en hidrogeles de FmocCF presentan una
mayor estabilidad frente al dafio causado por radiacion de rayos X” se plantea el objetivo de
mitigar el dafio por radiacion sufrido por los cristales de proteina durante los experimentos de
difraccion de rayos X en sincrotrén, mediante la inclusion de fibras de hidrogeles
supramoleculares con aminoacidos reductores a través de su cristalizacion en ellos. En este
capitulo se hace una Introduccién a la cristalizacion de proteinas, destacando la obtencion de
cristales de proteina compuestos mediante la cristalizacion en hidrogeles y, en particular, en
hidrogeles supramoleculares basados en péptidos remarcando las ventajas que ofrecen estos a la
hora de conferir nuevas propiedades a los cristales compuestos.

Se han preparado y caracterizado hidrogeles de Fmoc-cisteina-fenilalanina (FmocCF), Fmoc-
metionina-fenilalanina (FmocMF) y Fmoc-tirosina (FmocY). En ellos se ha ensayado la
cristalizacion de las proteinas lisozima, glucosa isomerasa y taumatina, consiguiéndose cristales
de gran calidad en todos los casos. Tras estudiar el efecto de la radiacion sobre los cristales de
lisozima crecidos en los hidrogeles mas concentrados de FmocCF, y en comparacion con cristales
crecidos en agarosa, se pudo comprobar gque dichos cristales presentaban una mayor resistencia
frente al dafio por radiacion difractados a temperatura ambiente. Este es el primer ejemplo en el
gue se emplea un hidrogel con este fin y pone de manifiesto la utilidad de obtener cristales
compuestos para dotarlos de nuevas propiedades. Hay que indicar que la cisteina es capaz de
llevar su efecto al estar en estado gel ya que los grupos cisteina estan anclados en las fibras
peptidicas evitando posibles reacciones cruzadas con la proteina. La cisteina empleada en

solucién no es capaz de proteger a los cristales frente al dafio por radiacion.

En el Capitulo 3 titulado “Obtencion de cristales de lisozima reforzados con nanotubos de
carbono cataliticos y conductores de la electricidad” se plantea disefiar, sintetizar y caracterizar
hidrogeles supramoleculares hibridos de FmocFF con nanotubos de carbono de pared simple
(SWCNTSs), ensayar la cristalizacion de lisozima en los hidrogeles obtenidos, y estudiar los
efectos de la incorporacion de los SWCNTSs en las propiedades mecanicas, cataliticas y eléctricas

de los cristales de lisozima hibridos.

Vi



Se ha desarrollado una metodologia con la que preparar hidrogeles hibridos de FmocFF con
SWCNTSs que ha servido para dispersar homogéneamente agregados de SWCNTSs hidréfobos en
un medio acuoso compatible con la cristalizacién de lisozima. Con la posterior cristalizacién de
lisozima en dichos hidrogeles se consiguié la incorporacion efectiva de los nanotubos en el
interior de los cristales sin alterar la calidad de los cristales ni su morfologia. El estudio de las
propiedades de los cristales entrecruzados de lisozima (CLLCs) con SWCNTSs reveld que estos
nuevos materiales hibridos presentaban mayor resistencia mecanica, actividad catalitica mejorada
a altas temperaturas y conductividad eléctrica. Se ha demostrado que la conductividad eléctrica a
través de los cristales era isotropa y muy eficiente, presentando valores de conductividad
superiores a 600 nS a muy bajas concentraciones de SWCNTSs (inferior a 0.05% en peso). Los
resultados obtenidos en este capitulo ponen de manifiesto las oportunidades que ofrecen los
hidrogeles supramoleculares basados en péptidos como medio para la obtencion de materiales
hibridos actuando como estabilizadores de nanotubos de carbono hidré6fobos en un medio acuoso
que ha posibilitado, por primera vez, la incorporacion de nanotubos de carbono en cristales de
proteina.

En el Capitulo 4 titulado “De la mineralizacién biomimética de magnetita en hidrogeles
supramoleculares a nanoparticulas hibridas magnetita-lisina” se plantea la posibilidad de utilizar
hidrogeles supramoleculares basados en péptidos como medio para la obtencidn de nanoparticulas
de magnetita (MNPs) mediante un proceso de mineralizacion biomimética (en agua, a temperatura
ambiente). Como primera aproximacion a este proyecto se ha estudiado el efecto de aminoacidos

en disolucion sobre el proceso de mineralizacion.

En este estudio se ha podido comprobar que la lisina es capaz de ejercer un control sobre el tamafio
de las MNPs producidas en agua a temperatura ambiente. Las MNPs obtenidas por este protocolo
mostraron un tamafio promedio de 30 nm, alta magnetizacion de saturacion, temperatura de
bloqueo de 290 K y carga superficial negativa a pH fisioldgico gracias a su recubrimiento con
lisina. Ademas, este protocolo es respetuoso con el medio ambiente, de bajo coste y
potencialmente escalable a nivel industrial. Las MNPs hibridas asi obtenidas retnen las

caracteristicas necesarias para poder ser usadas en aplicaciones biomédicas.
El Capitulo 5 se ha titulado “Participacion en otros proyectos” se describen los siguientes

resultados mas relevantes obtenidos en colaboracién con otros grupos de investigacion. A

continuacion, se resume el contenido de los distintos apartados de este capitulo:
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A) Se ha ensayado por primera vez el efecto in vivo de cristales de insulina crecidos en Fmoc-
dialanina (FmocAA) y en agarosa. Se ha demostrado que estos cristales compuestos son
fisicamente estables al seguir siendo bioactivos después de haberlos mantenido a 50 °C durante 7
dias. Ademas la insulina crecida en FmocAA presenta una velocidad de disolucion méas lenta

traduciéndose en un perfil de liberacion retardada una vez administrada in vivo.

B) Se ha llevado a cabo un estudio sistematico de las propiedades fisicoquimicas requeridas para
la autoasociacién bidimensional en la interfase agua/aire de una familia de Fmoc-dipeptidos. La
capacidad de estos péptidos de autoasociarse en la interfase se ha relacionado por primera vez con

los valores del log Py - Log S.

D) Se han producido quantum dots (QDs) recubiertos con &cido mercaptopropionico (MPA) y
con los oligopéptidos SS02, SS20 y SS31 funcionalizados con &cido 11-mercaptoundecandico
(MUA). ElI MPA ha servido como grupo sensible al pH y los oligopéptidos con MUA (MUA-
SS02, MUA-SS20 y MUA-SS31) han servido para vehiculizar los QDs modificados al interior
de las mitocondrias de diversas lineas tumorales de cancer de mama. Con esta estrategia se ha

podido medir el pH intramitocondrial de dichas células.
E) Se han producido hidrogeles de agarosa con nanoparticulas de paladio coloidales (PdNPs)

ocluidas en su interior, de modo que se ha conseguido retener la difusion libre de las particulas y

disminuir su toxicidad, a la vez que se ha mantenido su capacidad catalitic
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The experimental results obtained during the development of this doctoral thesis, as the discussion
of them, are presented in this memorandum divided in 5 chapters. Each first four chapters presents
the results obtained in the achievement of different objectives, although all the research can be
framed within the study of short-peptide supramolecular hydrogels and their application as media
to obtain hybrid and composite materials. These chapters contain the following: introduction,
hypothesis and objectives, materials and methods, results and discussion, and conclusions. The
last chapter (Chapter 5) is a compendium of results obtained in collaboration with other

investigation groups and they are not included in the central topic of this doctoral thesis.

Below, the content of chapters is summarized:

In Chapter 1, titled “Iron nanoparticles-based supramolecular anisotropic hydrogels with
enhanced mechanical strength” poses the possibility of modifying the mechanical properties of a
supramolecular hydrogel through the incorporation of magnetic nanoparticles. The design and
synthesis of Fmoc-diphenylalanine (FmocFF)-based supramolecular hydrogels, which contain
iron nanoparticles (FeNPs), prepared in the presence and absence of an external magnetic field
and the subsequent study of its micro and macrostructural properties have been proposed.

In Chapter 1, the concepts of hybrid material and composite material are presented, as well as gel,
paying special attention to supramolecular hydrogels. The most relevant details of short-peptide
supramolecular hydrogels have been highlighted, according to its characteristics, versatility and
its application as media for obtaining hybrid and composite materials, this way defining the

overall context of the doctoral thesis.

Regarding the obtained results, in Chapter 1 the synthesis and structural characterization of novel
short peptide-based supramolecular hydrogels (FmocFF) hybridized with FeNPs are presented.
These hybrid hydrogels have been prepared through the self-association of FmocFF in a
suspension containing FeNPs in the presence and absence of an external magnetic field. When
these hydrogels were prepared under an applied magnetic field, column-like aggregates of FeNPs
were observed by optical microscopy. The FeNPs were engulfed by the peptide fibrils resulting
in an anisotropic material under an applied magnetic field. These hydrogels were more rigid under
shear forces applied perpendicularly to the direction than parallel to the aggregates, presenting
values of G’ (storage modulus) about 7 times higher to those of the native hydrogel. This is the
first example in which the mechanical properties of peptide hydrogels were strongly enhanced
due to the presence of FeNPs. A study at microscopical level showed that the peptide secondary
structure was highly conserved for the presence of nanoparticles, demonstrating the versatility of

the supramolecular interactions in adapting to new environments and generating new materials.

Xi



Finally, the diffusion of a small solute through the hydrogel network was hardly changed by the
presence of nanoparticles, making this one of the few examples in which the mechanical strength

of the gel is enhanced without significantly altering the pore size of the gel network.

Chapter 2, titled “Lysozyme crystals grown in FmocCF hydrogels show an enhanced stability
against radiation damage” poses the goal of mitigating the radiation damage suffered by the
protein crystals during X ray diffraction experiments in synchrotron, via the entrapment of
reductive amino acids-based supramolecular hydrogels fibrils during the crystallization process.
This chapter begins with an introduction about the topic of protein crystallization, paying special
attention to the production of composite protein crystals by crystallization in hydrogels, especially
in peptide-based supramolecular hydrogels, highlighting the benefits that these materials offer
when conferring new properties to the composite crystals.

Fmoc-cysteine-phenylalanine (FmocCF), Fmoc-methionine-phenylalanine (FmocMF) and
Fmoc-tyrosine (FmocY) hydrogels have been prepared and characterized. The crystallization of
the proteins lysozyme, glucose isomerase and thaumatin has been tested on them, obtaining high
quality crystals in each case. After studying the radiation damage effect on the lysozyme crystals
grown in the most concentrated FmocCF hydrogels, in comparison with crystals grown in agarose
hydrogels, it was found that those crystals had an enhanced resistance against radiation damage
by irradiation at room temperature. This is the first time that a hydrogel is used for this purpose
and shows the benefits of composite crystals having new properties. It should be noted, that the
cysteine is able to exert its effect thanks to being in gel state due to cysteine groups are locked
within the rigid peptide fibers, minimizing cross-reactions with the proteins. Cysteine in solution

is not able to protect the crystals against the radiation damage.

In Chapter 3 titled “Catalytic and Electron Conducting Carbon Nanotube-Reinforced Lysozyme
Crystals”, the synthesis and characterization of hybrid supramolecular hydrogels of FmocFF with
single walled carbon nanotubes (SWCNTS), testing of the crystallization of lysozyme inside the
obtained hydrogels, and the study of the effects of SWCNTSs incorporation in the mechanical,

catalytical and electrical properties of the hybrid lysozyme crystals obtained is commented.

A methodology for the preparation of hybrid hydrogels of FmocFF with SWCNTs has been
developed, which has been useful to disperse homogeneously bundles of hydrophobic SWCNTs
in an aqueous media compatible with lysozyme crystallization. Lysozyme crystallization in these
hydrogels showed the effective incorporation of nanotubes into the crystals lattice without altering
its quality nor morphology. The investigation of the new properties of cross-linked lysozyme

crystals (CLLCs) with SWCNTSs showed that these new hybrid materials had higher mechanical
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strength, increased catalytic activity at high temperatures and electron conductivity. The electron
transport through the crystals was isotropic and very efficient, presenting high conductivity values
up to 600 nS at very low (less than 0.05 wt%) SWCNTSs concentration. The results obtained
proved the benefits that short peptide-based supramolecular hydrogels offer as media for
obtaining hybrid materials, acting as stabilizers of hydrophobic carbon nanotubes in aqueous
media which has allowed the incorporation of carbon nanotubes within crystal proteins for the

first time.

Chapter 4, titled “From biomimetic mineralization of magnetite within supramolecular hydrogels
to magnetite-lysine hybrid nanoparticles” poses the possibility of using short peptide-based
supramolecular hydrogels as media to obtain magnetite nanoparticles (MNPS) via a biomimetic
mineralization process (in water, at room temperature). As first approach in this project, the effect
of single amino acids in solution has been explored.

In this study we have shown that lysine is able to exert a control over the size of MNPs produced
in water at room temperature. In fact, MNPs obtained by this protocol showed an average size of
30 nm, high magnetization saturation, blocking temperature of 290 K and negative surface charge
at physiological pH thanks to their lysine coating. Moreover, this protocol is eco-friendly,
economical and suitable for large scale production. The hybrid MNPs obtained, meet the

necessary criteria to be useful in biomedical applications.

Chapter 5, titled “Participation in other projects” poses the most relevant results obtained in

collaboration with other research groups. Bellow, the content of this chapter is summarized:

A) The in vivo effect of insulin crystals grown inside Fmoc-dialanine (FmocAA) and agarose
hydrogels has been tested. It has been demonstrated that these composite crystals are physically
stable being bioactive after maintaining them at 50 °C for 7 days. Moreover, insulin crystals grown

in FmocAA presented slower dissolution rate and a slow release profile in vivo.

B) A systematic study of the physicochemical properties required for the bidimensional self-
assembly at the air/water interface of Fmoc-dipeptides has been developed. The ability of these
peptides to self-assemble at the air/water interface has been related for first time with the log P

and -log S values.

D) Quantum dots (QDs) coated with mercaptopropionic acid (MPA) and the oligopeptides SS02,
S§S20 and SS31 functionalized with 11-mercaptoundecanoic acid (MUA) have been produced.
The MPA has served as pH-sensitive group and the oligopeptides functionalized with MUA
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(MUA-SS02, MUA-SS20 y MUA-SS31) drove the modified QDs inside of a number of breast
tumour lines cells mitochondria. Using this strategy, the inner pH of mitochondria of that cells

has been measured.
E) Palladium nanoparticles (PdNPs) occluded inside agarose hydrogels have been produced. The

catalytic activity of the PANPs have been retained while their toxicity against lung cancer cells

have been reduced.
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Capitulo 1

Hidrogeles supramoleculares
anisétropos mediados por
nanoparticulas de hierro con
mejores propiedades mecanicas






1. Introduccion.

1.1. Materiales hibridos y compuestos.

Un material hibrido es aquel que esté constituido por varios materiales de naturaleza distinta que
interaccionan entre si a nivel molecular o nanométrico, entre los que existe una interaccion
sinérgica, es decir, el material resultante debe tener mejores o nuevas propiedades que las de los
materiales componentes considerados individualmente.* La comunidad cientifica suele considerar
como hibridos los materiales resultantes de la combinacién de un material organico (o bioldgico)
y uno inorganico (hibridos organico-inorganico).? Dependiendo de la naturaleza quimica
mediante la cual interacciona la fase organica con la inorganica, encontramos dos clases de
materiales hibridos: Clase | y Clase Il. En la Clase | se engloban los materiales hibridos en los
que las partes organica e inorganica interaccionan entre si a través de enlaces débiles como
interacciones de Van der Waals, enlaces de hidrogeno o interacciones electrostaticas. En la Clase
Il se encuentran los materiales en los que la interfase se da por enlaces covalentes o ion-
covalentes. La naturaleza de esta interaccion determina un gran nimero de propiedades dpticas,
mecanicas, cataliticas, de estabilidad quimicofisica, etc. La naturaleza lleva millones de afios
empleando la estrategia de la hibridacion de materiales organico-inorganico (de ambas Clases)
como por ejemplo en procesos de biomineralizacién en los que se producen materiales hibridos
altamente eficientes a varias escalas®. EI caso mas comun de estos biominerales es el que se da
por la asociacion de un biopolimero (quitina, colageno, proteinas, etc.) con un componente
inorganico como pueden ser los carbonatos, silicatos, 6xidos metalicos entre otros.*® Casos
representativos de biominerales se encuentran en las conchas de los moluscos, los huesos, el

marfil, los dientes de los vertebrados, las diatomeas, bacterias magnetotacticas, etc.

Los materiales compuestos (en inglés composites) son materiales mixtos en el que los materiales
componentes tienen generalmente propiedades distintas y no pierden su identidad individual al
unirse. A diferencia de los materiales hibridos, para considerar un material como compuesto no
es necesario (pero no excluyente) que la interaccion entre componentes se dé a escala molecular
0 nanométrica, ni que la naturaleza de los materiales que se combinan sea distinta. Lo que si tienen
en comun los materiales hibridos y compuestos es que la interaccién entre componentes debe ser
sinérgica. Esta definicion excluye a las disoluciones o a las fusiones de materiales (como las
aleaciones) puesto que los componentes pierden su identidad individual y la conjuncion pasa a
ser un material en si mismo. La definicion también excluye a las mezclas (como caso general de
combinacion de materiales) ya que la combinacioén de materiales tiene que “tener sentido”, aunque

ésta se dé de forma natural.



La naturaleza lleva haciendo materiales compuestos desde hace millones de afios. La madera, por
ejemplo, es un material composite resultado de la combinacién de fibras largas de celulosa que se
mantienen unidas entre si por lignina. Si la celulosa no se combina con lignina, se obtienen
materiales muy distintos en cuanto a sus propiedades mecénicas como serian el algodén o el lino.
Es la combinacién entre celulosa y lignina lo que hace de la madera un material resistente, aun
siendo la lignina un material incluso mas blando que la celulosa. Los humanos también llevamos
mucho tiempo haciendo materiales compuestos para solucionar problemas tecnolégicos, como es
el caso del hormigdn armado en el que se combina el hormigon (también un material compuesto)
con barras de acero para obtener un material mas resistente y flexible, o mas recientemente, la

fibra de vidrio en la que una matriz polimérica se refuerza por la inclusion de filamentos de vidrio.

A nivel de investigacion a escala de laboratorio también se han logrado numerosos avances con
la combinacién de materiales ya sean hibridos o compuestos. En relacién al tipo de materiales
que se van a comentar a lo largo de la presente tesis doctoral, podrian resaltarse algunas estrategias
de combinacion de materiales como puede ser el empleo de recubrimientos poliméricos
biocompatibles para recubrir nanoparticulas y convertirlas asi en aptas para aplicaciones
biotecnoldgicas o biomédicas.®** También merece la pena resaltar la combinacion de
nanoparticulas metalicas con matrices poliméricas, haciendo posible la utilizacién de dichas
nanoparticulas en aplicaciones para las que de otro modo serian demasiado pequefias o
inestables.’? Otra estrategia interesante, es la combinacion de cristales de proteina con particulas
metalicas o complejos organometélicos para combinar la selectividad de las proteinas con la

capacidad catalitica’**® y dptica de los aditivos.16-18

En definitiva, la combinacion de materiales (tanto hibridos como compuestos) para solucionar
problemas tecnolégicos o cientificos es préacticamente infinita y constituye un nicho de
investigacion en auge que cada dia se encamina mas a ser la solucién de grandes problemas que

afectan a la sociedad.

1.2. Geles.

1.2.1. Definicién de gel y clasificacién.

Segun Paul J. Flory (Premio Nobel de Quimica en 1974) una sustancia es un gel si estd compuesto
por un liquido y un sélido en menor proporcion, que a la vez tiene una estructura continua con
dimensiones macroscopicas que es permanente en la escala de tiempo de un experimento analitico
y presenta propiedades reoldgicas de sélido.'® También podria definirse un gel como un estado
coloidal de la materia constituido por una pequefia cantidad de un sélido capaz de formar una

estructura reticular tridimensional que inmoviliza de manera macroscopica el flujo de una mayor
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cantidad de liquido.?® En definitiva, un gel es un material compuesto en su mayor parte por un
liquido que queda inmovilizado por la red tridimensional de un s6lido, en el que el liquido no es
capaz de fluir y como resultado, tiene propiedades macroscépicas de sélido. La inmovilizacion
del liquido tiene lugar debido a que este se adhiere a la gran superficie tridimensional generada

por el componente s6lido. A dicho componente sélido se le [lama gelador.

Existen diversas formas de clasificar los geles atendiendo a varios criterios. La primera gran
subclasificacion se hace en funcion de la naturaleza de la fase dispersante en la que se forma el
gel. De esta forma, se pueden clasificar los geles en organogeles e hidrogeles si el medio en el
que se forman es un disolvente organico o agua, respectivamente. También existe el caso en el
que el componente liquido es sustituido por un gas dando lugar bien a los aerogeles, resultado de
la sustitucion del liquido por un gas manteniendo intacta la estructura tridimensional del sélido,
o0 bien a los xerogeles, en los que el liquido se deja evaporar, lo que a veces puede provocar un
colapso de la estructura reticular. Estos dos tipos de materiales se suelen considerar como geles,

aungue su composicion no se ajuste totalmente a la definicion general.

GEL

Fuente Medio

Natural Artificial Organogel Hidrogel Acrogel/Xerogel

Constitucion

Supramolecular Macromolecular

Entrecruzamiento

Fisico Quimico

Figura 1. Clasificacion de los geles.

Otra gran subclasificacion seria la que viene definida por el origen del gel: natural o sintético. La
mayoria de los geles de origen natural estan constituidos por macromoléculas que forman el gel
mediante interacciones fisicas, predominantemente enlaces de hidrégeno. Ejemplos ampliamente
conocidos de éstos son: la gelatina, el coldgeno, la agarosa o el almiddn. Los geles que derivan
de compuestos de sintesis se pueden clasificar segun su constitucion en geles macromoleculares
constituidos por polimeros, y en geles supramoleculares constituidos por moléculas de bajo peso
molecular. A su vez, los geles poliméricos pueden formar la red tridimensional por interacciones

fisicas (enlaces no covalentes) o por interacciones quimicas (enlaces covalentes)?!, mientras que
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los supramoleculares solo pueden formar redes a través de interacciones fisicas. En la Figura 1 se

detalla la subclasificacién de geles en funcion de los criterios mencionados.

La naturaleza de las interacciones que generan la estructura tridimensional condiciona en gran
medida la estabilidad del gel. Por este motivo, los geles macromoleculares quimicos (geles
poliméricos entrecruzados), en los que las interacciones se dan a través de enlaces covalentes,
suelen ser muy estables y térmicamente reversibles. Cuando las interacciones son de tipo
supramolecular como ocurre en los geles fisicos, los geles suelen ser también muy estables,
aunque menos que los geles quimicos. Sin embargo, debido a la naturaleza no covalente de las
interacciones que generan la estructura tridimensional, en muchos casos son térmicamente
reversibles. Los geles fisicos constituidos por moléculas de bajo peso molecular son un caso
particular de geles fisicos en los que todas las interacciones que generan la estructura
tridimensional (desde la union entre moléculas para formar fibras hasta las uniones entre fibras)
son no covalentes, lo que les permite, en muchos casos, ser térmicamente reversibles y responder
a estimulos. En la presente tesis doctoral, se utilizara el término gel supramolecular para hacer

referencia a los hidrogeles fisicos constituidos por moléculas de bajo peso molecular.

1.2.2. Geles supramoleculares.

Un gelador supramolecular es un compuesto organico de bajo peso molecular que debe tener una
estructura quimica que promueva de manera muy eficiente una autoasociacion anisotropa, €s
decir, que favorezca la formacion de estructuras en dos dimensiones que al entrecruzarse formen
una red tridimensional que genere un gel. Existen una gran variedad de estructuras quimicas que
son capaces de autoasociarse de esta manera pero actualmente, esta capacidad de autoasociacion
no puede anticiparse a priori por lo que el descubrimiento de nuevos geladores tradicionalmente

ha sido por azar. ??

La aparicion de los geles supramoleculares se remonta al descubrimiento de Brenzinger® en el
afio 1892, redescubierto por Hoffman?* casi 20 afios después en 1921. Se descubri6 que la
molécula dibenzoil-L-cistina (Figura 2, 1) era capaz de formar un gel a una concentracion de
0.1%. Tuvieron que pasar mas de 100 afos desde el descubrimiento de Brenzinger, para que se
hiciese un estudio en profundidad de las cualidades que debe poseer una molécula para
convertirse en un buen gelador supramolecular.?® Aunque los geles supramoleculares se conozcan
desde hace mas de 100 afios, constituyen un tema muy reciente de investigacion, con una
produccion cientifica en aumento gracias principalmente a la gran variedad de aplicaciones que
estan teniendo estos materiales en &reas como la biomedicina, las ciencias de los materiales y la

nanotecnologia (Tabla 1).2



Tabla 1. Aplicaciones de los geles supramoleculares.

Campos de investigacion Aplicaciones

Medicina regenerativa e ingenieria tisular
Biomateriales Hidrogeles que responden a enzimas

Biomineralizacion

Agentes terapéuticos y liberacion de farmacos
Materiales inteligentes Aplicaciones optoelectronicas
Sensores quimicos

Catalisis

Materiales inorganicos nanoporosos
Moldes para nanoestructuras Materiales hibridos gel-nanoparticula
Polimeros organicos modificados

Una de las caracteristicas de estos geles que los hace destacar frente a los macromoleculares, es
su versatilidad. Su composicion quimica puede ser muy variada, lo que permite poder disefar
materiales “a la carta” que reunan las caracteristicas quimicas necesarias para aplicaciones

concretas.??

1.3. Hidrogeles supramoleculares: hidrogeles basados en péptidos.

Dentro de los geles supramoleculares, un grupo muy importante son los hidrogeles
supramoleculares, es decir, aquellos en los que la fase dispersante es agua. Dicha importancia
radica en las numerosas aplicaciones que tienen en biomedicina debido a que, al estar constituidos

en su mayoria por agua, son mas biocompatibles.

Las moléculas capaces de formar hidrogeles supramoleculares son muy numerosas. En la
literatura se pueden encontrar varias revisiones bibliograficas sobre hidrogeladores®?*28 en las
que se enumeran una gran cantidad de ellos agrupandolos atendiendo a distintos criterios. En la
Figura 2 se muestran algunas estructuras de hidrogeladores supramoleculares para resaltar su gran
variedad estructural. En la figura se puede observar que los hidrogeladores supramoleculares
pueden ser derivados del colesterol®® 2, compuestos aromaticos polares con cadenas alquilicas®
3, estructuras polihidroxiladas® 4, complejos organometalicos® 5, compuestos poliaromaticos
6, moléculas ciclicas® 7, derivados de nucledsidos® 8, derivados de azlcares®” 9 y un largo
etcétera. De entre todas las “subcategorias” de hidrogeles supramoleculares, los péptidos y sus
derivados constituyen el grueso de estos materiales. Se ha descubierto que una gran cantidad de
péptidos tienen la capacidad de autoasociarse en agua formando geles, desde dipéptidos (con dos

aminoacidos) como FF® o IF>3® hasta péptidos de 28 aminoacidos como el péptido
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KIAALKQKIASLKQEIDALEYENDALEQ.* Lasingular capacidad de los péptidos para formar
hidrogeles supramoleculares radica en su naturaleza anfotera y en la enorme capacidad gue tienen
para generar interacciones intermoleculares estables (necesarias para la construccién de proteinas
funcionales). Al tener aminoacidos en su estructura, muchos de ellos resultan ser biocompatibles
y biodegradables, lo que los convierte en materiales idoneos para aplicaciones biomédicas como

ingenieria tisular.
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Figura 2. Estructuras de hidrogeladores supramoleculares.

La versatilidad de los péptidos para formar hidrogeles supramoleculares aumenta cuando se
modifican quimicamente con la intencidn de variar su solubilidad y/o para mejorar ain mas su
capacidad de autoasociarse. El caso mas representativo es el de péptidos modificados con la unién
de grupos aromaticos que cumplen la doble funcién de, por un lado, aumentar la insolubilidad en
agua de los péptidos y, por otro lado, la de favorecer la autoasociacion entre varias moléculas a
través de apilamiento n. La parte polar de la molécula (los aminoacidos del péptido) mantiene su
interaccion favorable con el agua y ademés es capaz de formar enlaces de hidrégeno
intermoleculares contribuyendo ain mas a la autoasociacion. Las estructuras aromaticas mas

empleadas en este sentido han sido (ejemplos en la Figura 3) el naftaleno* 10, el 2-naftol*? 11, el



anillo pireno® 12 o el carbobenciloxi (Chz)* 13, pero el mas destacado ha sido el grupo

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) 14.%°
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Figura 3. Ejemplos de estructuras de hidrogeladores supramoleculares derivados de péptidos con grupos

aromaticos.

Desde que B. Xuy colaboradores los presentaran en 2003, utilizando el grupo Fmoc como grupo
aromatico auxiliar se han conseguido obtener varios hidrogeles*’ pero sin duda, el ejemplo méas
destacado tanto de los hidrogeles supramoleculares peptidicos Fmoc-derivados como de los
hidrogeles supramoleculares en general, es el hidrogel de FmocFF (Figura 3, 14). Descrito por
primera vez por E. Gazit en 2006,* este hidrogel es versatil ya que puede formarse tanto por
cambios de pH como de disolvente (ver mas adelante en apartado 1.2.1) y dentro de un rango
amplio de concentraciones (desde 0.22 hasta 2.14% (p/v)), es estable en condiciones fisiolégicas,
forma fibras con una anchura similar a la de las matrices extracelulares y permite el cultivo de
células tanto en su superficie como en tres dimensiones. Ademas de las caracteristicas
mencionadas, es una molécula muy simple, facil de sintetizar y también es comercial. En la Figura
4 puede verse una imagen del aspecto macroscépico del hidrogel FmocFF junto con una imagen
de microscopia electrénica de barrido medioambiental en la que puede apreciarse el entramado

tridimensional de fibras que lo componen.



Figura 4. Imagen de microscopio electrénico de barrido medioambiental del hidrogel FmocFF. Inserto:

fotografia de gel FmocFF.

1.3.1. Métodos de gelificacion.

El proceso mediante el cual se consigue la autoasociacion anisétropa del gelador de manera que
forme una estructura tridimensional que inmovilice el flujo de liquido, se le conoce como
gelificacion. Para que este fendbmeno ocurra suele ser necesario provocar un estimulo al sistema
que induzca la autoasociacién. Estos estimulos pueden ser muy variados. A continuacion, se
exponen las estrategias mas populares debido a su versatilidad, sencillez y, sobre todo, por la
homogeneidad de los geles obtenidos. No6tese que las técnicas que se exponen son aplicables a
hidrogeles supramoleculares. Aungue algunas de las técnicas que se mencionan son aplicables a

geles macromoleculares o a organogeles (macromoleculares o supramoleculares), no todas lo son.

A) Cambio de temperatura: los hidrogeladores supramoleculares son generalmente insolubles
en agua por debajo de la llamada “temperatura gel” o Tge. ESta es la temperatura méaxima en la
que un gel sigue manteniendo su identidad y por encima de ésta, puede pasar a ser una disolucion

(transicion gel-sol por temperatura). El procedimiento habitual de gelificacion consiste en calentar
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una suspension fina del gelador en agua hasta conseguir su disolucion total. Después se deja
enfriar hasta que a la Tqe el gelador comienza a organizarse formando el gel. Esta técnica suele

dar lugar a hidrogeles muy homogéneos.

Cuando la Tg esta proxima a la temperatura ambiente o a la temperatura corporal, se puede
utilizar la transicién sol-gel en aplicaciones biomédicas como la liberacién controlada de

farmacos.*8#

B) Cambio de disolvente: esta técnica consiste en disolver el gelador en un disolvente organico
miscible con el agua en el que el gelador es muy soluble, por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO),
hexafluoroisopropanol (HFIP) o metanol (MeOH). A esta disolucion se le afiade una mayor
cantidad de agua de modo que el gelador ya no sea soluble en la nueva mezcla de disolventes. En
ese momento comienza la precipitacién ordenada del gelador (autoasociacién) formando fibras

que dan lugar al gel.

En los casos en los que la gelificacion no es instantanea y se puede conseguir una homogenizacion
de la mezcla antes de la gelificacion, se suelen conseguir hidrogeles muy homogéneos. En los
casos en los gque esto no es posible, se suele emplear calor para conseguir una temperatura en la
que el gelador es soluble en la mezcla de disolventes para luego dejarlo enfriar y conseguir asi la
gelificacion. La Ultima alternativa se emplea cuando el gelador no se puede disolver simplemente

calentando una suspension del mismo en la mezcla de disolventes.

En definitiva, tanto la técnica de cambio de disolvente como la combinacién de ésta con el cambio
de temperatura, son técnicas de gelificacion muy sencillas con las que se suelen obtener resultados

excelentes.

C) Cambio de pH: los hidrogeladores que poseen grupos acidos o basicos en su estructura (como
suele ser el caso de los geladores peptidicos o derivados de péptidos) son susceptibles de
disolverse en medios basicos o acidos respectivamente. Una vez disueltos se promueve su

autoasociacion mediante la neutralizacion del medio por adicion de &cido o base.

Como se ha comentado con anterioridad, los hidrogeladores supramoleculares mas habituales son
los derivados aromaticos de péptidos. La unién del grupo aromatico se suele hacer por el grupo
amino terminal dejando al menos un grupo &cido libre en su estructura. Por este motivo, la
gelificacion de estos péptidos consiste en disolver el compuesto en medio basico e inducir la
gelificacion mediante la adicion de acido. El empleo de acidos minerales como &cido clorhidrico

para inducir la gelificacion®® en muchos casos originaba geles heterogéneos debido al rapido
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proceso de gelificacion. Como solucion a este problema, Adams y colaboradores® en 2009
propusieron la utilizacion de D-(+)-glucono-1,5-lactona (GdL) de modo que la hidrolisis lenta de
la lactona® provocase un cambio progresivo del pH, generando asi hidrogeles homogéneos

(Esquema 1).

OH OH OH
o OoH OH o
HO H,0 HO oH H*  HO o
HO _2-_ "Ho . Vo
OH ~o OH O L OH O
GdL

.

.

Qb iide ol QA i A
O ) O

DISOLUCION GEL

Esquema 1: ejemplificacion del mecanismo de accién de la GdL.

D) Otros métodos de gelificacion: aunque los métodos descritos hasta ahora son los mas
empleados, existen otros que merecen ser comentados. Por ejemplo, en los casos en los que una
molécula sea soluble en agua y tras una transformacién quimica pase a ser un gelador, se podria
decir que la gelificacion ha sido inducida por una reaccion quimica. Existen diversas alternativas
descritas en funcion de la reaccion quimica que provoque la gelificacion que van desde reacciones
de hidrélisis>® a reacciones de Diels-Alder.>* Otro ejemplo es la gelificacion inducida por enzimas.
Esta estrategia puede resultar de especial interés cuando se busca la transicion sol-gel en
condiciones biocompatibles o fisioldgicas en presencia enzimas especificas capaces de inducir la
gelificacion en un lugar concreto. Un ejemplo de esta metodologia, ademas de ser la primera, es
la descrita por B. Xu y colaboradores® (Esquema 2) donde inducen la formacién de un gel por la

desfosforilacion de un derivado de Fmoc-tirosina catalizada por alcalin fosfatasa.

‘\ /(VSO/ alcalin fosfatasa ‘\ /';‘SO/

DISOLUCION

Esquema 2. Gelificacién de Fmoc-tirosina inducida por la accion de alcalin fosfatasa.
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1.3.2. Versatilidad de los hidrogeles supramoleculares.

Los hidrogeles supramoleculares pueden formase empleando una gran variedad de moléculas y
de condiciones*”*® permitiendo obtener distintos materiales con un amplio abanico de
propiedades. Es tal la versatilidad de estos materiales, que las propiedades del hidrogel pueden
depender del procedimiento seguido para formarlos, asi por ejemplo, las propiedades mecénicas
de un hidrogel son distintas si este hidrogel se prepara por cambios de pH o de disolvente. Es mas,
la técnica de homogenizacion y el contenido en disolvente también pueden afectar a las

propiedades del gel.>"-%°

Otra via por la que se han conseguido modificar las propiedades mecanicas de estos materiales,
ha sido por combinacién con distintos aditivos. Por ejemplo, cuando el gel de FmocFF se combina
con Fmoc-lisina, Fmoc-aspartico o Fmoc-serina, se obtienen geles con moédulos elasticos
inferiores a los del gel FmocFF sin aditivos.®! Sin embargo, si el gel de FmocFF se forma en
combinacion con FmocRGD (Fmoc-arginina-glicina-aspartico), el hidrogel resultante presenta
tensiones mecanicas superiores.®? También se pueden alterar las propiedades macroscépicas de
estos geles cuando se les afladen macromoléculas como pueden ser el dextrano®®* que disminuye
las propiedades mecanicas del gel FmocFF, la agarosa® que aumenta el esfuerzo de fractura, y el

glucomanano % que produce un aumento de la estabilidad mecéanica.

El hecho de que los hidrogeles sean materiales macroporosos les permite albergar en su interior
nanoparticulas y/o nanomateriales que pueden modificar su comportamiento micro- y
macroscopico y, lo mas interesante, pueden dotar al gel de nuevas propiedades. Por ejemplo, la
combinacion del péptido Boc-Phe-Phe-Ala-OH con nanoparticulas de plata,®” origina un gel que
presenta una resistencia mecanica inferior pero a la vez, estas nanoparticulas dotan al gel de
fluorescencia y de propiedades antimicrobianas. La adicion de nanotubos de carbono a hidrogeles
de Fmoc-Phe-OH,% o grafeno a hidrogeles de Fmoc-Phe-Asp-OH o Fmoc-Tyr-Asp-OH,%
incrementan la resistencia mecanicay en el caso concreto de los hanotubos de carbono, convierten
al hidrogel en conductor de la electricidad. También se ha visto que determinadas nanoparticulas
de poliestireno son capaces de modificar la distribucion de las fibras supramoleculares de

glicopéptidos en el estado gel.”™

Una cualidad interesante que presentan los hidrogeles supramoleculares, es la posibilidad de
disefarlos quimicamente para responder a distintos estimulos externos que les provoquen
modificaciones estructurales. La naturaleza dindmica de las interacciones supramoleculares los

convierte en materiales especialmente susceptibles de verse afectados por estimulos externos y
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ser adaptativos a su entorno.” A los materiales capaces de responder a estimulos y ser adaptativos

a su entorno se les suele denominar materiales inteligentes.’>

1.4. Hidrogeles magnéticos (ferrogeles).

Un caso destacable de materiales inteligentes basados en hidrogeles, es el de los hidrogeles
magnéticos o ferrogeles. Estos materiales compuestos se obtienen por combinacidn de una matriz
gel con algun tipo de nanoparticula (o microparticula) magnética, como pueden ser distintos
oxidos de hierro como y-Fe;Os, FesO. o de hierro y cobalto (CoFe;Os), entre otros. Cuando los
ferrogeles se encuentran bajo la influencia de un campo magnético, las particulas embebidas
interaccionan entre ellas y con la matriz que las envuelve provocando asi alteraciones en las
caracteristicas del sistema que van desde la morfologia de su microestructura hasta su
comportamiento mecanico macroscopico.’*"™ Teniendo en cuenta que los campos magnéticos se
aplican a distancia sin interferir directamente en el material y que ademas son generalmente
inocuos al resto de elementos que componen el sistema, los hidrogeles magnéticos son un buen
ejemplo de material inteligente. Debido a sus caracteristicas excepcionales, resultan ser materiales
muy interesantes en aplicaciones concretas tales como transportadores de farmacos de liberacion
controlada por campos magnéticos, como agentes de contraste en resonancia magnética de
imagen, como agentes para el tratamiento con hipertermia, etc. La capacidad de los hidrogeles
magnéticos para verse afectada por estimulos externos fue demostrada por primera vez por M.
Zrinyi y colaboradores en 1996 cuando describieron un material compuesto por nanoparticulas
de magnetita embebidas en una matriz de polivinilalcohol (PVA), capaz de elongarse o contraerse
por efecto de un campo magnético externo.”® Aflos mas tarde, en 2011 X. Zhao y colaboradores
emplearon una estrategia similar fabricando hidrogeles de alginato modificado con RGD
(arginina-glicina-aspartico) con nanoparticulas de magnetita capaces de comprimirse por efecto

de un campo magnético liberando farmacos, plasmidos de ADN e incluso células.”

El otro gran objetivo en el disefio de hidrogeles magnéticos ha sido el de mejorar sus propiedades
mecanicas para hacerlos mas resistentes a la deformacién. La posibilidad de provocar un
ordenamiento interno del hidrogel por accién de un campo magnético, podria provocar el cambio
en las propiedades mecanicas del gel en funcién del campo aplicado. El disefio de materiales
mecanicamente mejorados es una cuestion de especial relevancia cuando se trata de hidrogeles
para ingenieria tisular. A la hora de cultivar células en materiales artificiales, el comportamiento
mecanico del material es crucial. Las células son muy sensibles a la dureza o resistencia del
material en el que crecen. Conseguir modular esas propiedades puede influir drasticamente en la
evolucién de los cultivos celulares en cuanto a la proliferacion y la diferenciacion celular.”®” En

un reciente trabajo se describe la utilizacion de nano-particulas de polietilenglicol con nicleo de
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magnetita para obtener un tejido artificial al combinarlas con hidrogeles de fibrina-agarosa.
Ademas de haberse demostrado su compatibilidad en implantes in-vivo, también se demuestra

que sus propiedades mecanicas se modifican al aplicarle un campo magnético externo.

2. Planteamiento y objetivos.

Como se ha expuesto en la introduccion, la naturaleza dindmica de las interacciones que generan
la estructura tridimensional de los hidrogeles supramoleculares les hace especialmente
susceptibles de verse afectados por estimulos externos, principalmente cuando se combinan con
nanomateriales. Esta ventaja ha sido poco explorada en la literatura en lo referente a la obtencion
de hidrogeles supramoleculares magnéticos capaces de responder a un campo magnético
externo.8! En este sentido, para la elaboracion del presente trabajo, se planted si seria posible
modificar las propiedades mecéanicas de un hidrogel supramolecular mediante la inclusion de

nanoparticulas magnéticas.

Para abordar la cuestién planteada se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Disefiar y sintetizar hidrogeles supramoleculares de FmocFF que alberguen nanoparticulas de
hierro magnéticas en su interior. Preparar dichos hidrogeles en presencia y ausencia de un campo

magnético externo.

2. Estudiar las propiedades micro y macroestructurales de los nuevos geles supramoleculares

magnéticos.

3. Materiales y métodos.

3.1. Reactivos, disolventes y equipos.

Los reactivos y disolventes empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y se utilizaron sin
purificacion previa. El origen de los reactivos mas relevantes se especificara a lo largo del texto

con el nombre de la casa comercial en cursiva.
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Los equipos empleados se especificaran a lo largo del texto escribiendo el modelo en cursiva y la

marca entre paréntesis.

3.2. Recubrimiento de FeNPs con PEG.

Las nanoparticulas de hierro (FeNPs) de 60-80 nm (99.7% de Fe) empleadas se adquirieron
envasadas al vacio de SkySpring Nanomaterials, Inc. Para evitar la posible oxidacién por una
exposicion larga al oxigeno de la atmdsfera, se abrieron en el interior de una caja de guantes con
atmosfera de argon donde se pesaron en porciones de 200 mg. Inmediatamente después se

procedid a recubrirlas con una capa de polietilenglicol (PEG) como se indica a continuacion.

El procedimiento seguido para el recubrimiento se bas6 en el descrito por Chatterjee y
colaboradores® y consistié en lo siguiente: en un recipiente de 1 L se preparé una mezcla de 400
mL de hexano, 150 mL de aceite mineral y 0.75 mL de sesquiolato de sorbitan. En un recipiente
aparte se prepar6 una mezcla de 200 mg de FeNPs y 1 g de PEG-400 en 15 mL de agua destilada
previamente purgada con argon. La suspension de FeNPs se homogenizé con ayuda de un bafio
de ultrasonidos 603-ultrasonic bath (HSt Powersonic) durante 7 minutos y se afiadio al recipiente
de un litro. La mezcla obtenida se homogeneiz6 con ultrasonidos durante 5 minutos para después
acoplarle un agitador mecéanico. Una vez la mezcla se puso en agitacion, se afiadieron 150 mL de
una disolucion de glutaraldehido al 25% en agua. La reaccion se mantuvo en agitacién durante 2
horas. Para completar el proceso se separaron las FeNPs recubiertas de PEG (FeENPs@PEG) por

decantacion magnética y se lavaron repetidamente con etanol y hexano.

3.3. Caracterizacién de nanoparticulas.

3.3.1. TEM.

Se utiliz6 un microscopio electronico de transmision (TEM del inglés Transmission Electron
Microscope/Microscopy) LIBRA 120 PLUS (Carl Zeiss) para estudiar las nanoparticulas
comerciales y las recubiertas con PEG. Las muestras se prepararon formando una suspension de
nanoparticulas en etanol y poniendo una gota de dicha suspension sobre una rejilla de cobre para
microscopia electronica. Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente durante al menos

30 minutos antes de introducirlas en el microscopio.

3.3.2. Medidas de movilidad electroforética.

Se determind el punto isoeléctrico tanto de las particulas comerciales como de las FeNPS@PEG,

mediante medidas de la movilidad electroforética a diferentes valores de pH empleando un equipo
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de medida de dispersion dinamica de luz Zetasizer Nano Zs (Malvern). Para la realizacion de estas
medidas se prepararon suspensiones diluidas de particulas en una disolucion de nitrato sodico
(NaNOs) 1 mM. El ajuste de pH de cada suspensidn se consiguid afiadiendo pequefias porciones
de disoluciones de hidréxido sédico (NaOH) 0.1 M o &cido nitrico (HNO3) 0.1 M a la vez que se
media el pH con ayuda de un pH-metro sension PH 3 (Hach). EI pH se ajust6 a cada uno de los
valores enteros comprendidos en el rango de pH 4-11. Cada muestra se analiz6 por triplicado a

25 °C en cubetas de pléastico desechables.

3.3.3. Magnetometria.

Tanto las FeNPs comerciales como las FeNPS@PEG fueron analizadas con un magnetémetro
MPMS X (Quantum Design) para determinar sus propiedades magnéticas a través de sus curvas

de magnetizacion.

3.4. Preparacion de hidrogel control o hidrogel no magnético.

El hidrogel no magnético (HGNM) es un gel de FmocFF (Figura 4, 14) con una concentracion
de gelador de 0.3% (p/v) preparado por cambio de pH con D-(+)-glucono-1,5-lactona (GdL,
Esquema 1) siguiendo un protocolo basado en los descritos en bibliografia.®® En primer lugar, se
prepar6 una suspension de gelador FmocFF (adquirido de Bachem Co.) en agua destilada con una
concentracion de 0.5% (p/v). Esta suspension se disgregd con ayuda de un bafio de ultrasonidos
hasta que se consigui6 disgregar el sélido completamente. En ese momento, se afiadieron
pequefias porciones de una disolucion de NaOH 0.5 M con pipeta para disolver el gelador. Tras
cada adicién de NaOH, la suspension se agitd6 manualmente y se volvié a sumergir en el bafio de
ultrasonidos. La adicion de NaOH se detuvo en el momento en el que la disolucién alcanz6 un
pH aproximado de 10.3. Esta disolucion se diluy6é con agua destilada o con una disolucion de
colorante fluorescente 2.5 nM para los estudios de espectroscopia de correlacion de tiempo de
vida de fluorescencia (FLCS del inglés Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy) (ver
apartado 3.15), hasta alcanzar una concentracion final de 0.3% (p/v). Para inducir la gelificacién,
se afiadieron 2 equivalentes molares de GdL (adquirida de Alfa Aesar) a la vez que se agitaba la
disolucion manualmente. La disolucion preparada se vertié sobre el recipiente adecuado y se dejé
gelificar a temperatura ambiente durante 24 horas (este tiempo se determind mediante medidas

reoldgicas que se veran mas adelante en el apartado 3.16.1).
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3.5. Preparacién y caracterizacion de FeNPs@PEG recubiertas con

FmocFF.

Se tomaron 100 mg de FeNPs@PEG y se suspendieron en 1.5 mL de disolucion béasica de
FmocFF 0.5% (p/v) preparada del mismo modo que para la obtencion del gel HGNM (ver
apartado 3.4). Esta suspension se sonicé durante 10 minutos y acto seguido se introdujo en tubos
Eppendorf para después centrifugarlos durante 5 minutos a 10000 rpm en una centrifuga para
tubos Eppendorf 1-14 (Sigma). Tras la centrifugacion, las nanoparticulas quedaron sedimentadas
en el fondo del tubo y se desecho el sobrenadante, obteniéndose asi las FeNPs@PEG recubiertas
de FmocFF (FeENPs@PEG@FmocFF).

3.5.1. Determinacion espectrofotométrica de FmocFF adsorbido sobre

FeNPs@PEG.

Se prepararon disoluciones basicas de FmocFF a varias concentraciones y se midieron sus
absorbancias a 266 nm (maximo de absorcion, ver Figura 5A) empleando un espectrofotémetro
de absorcion SPECORD 200 Plus (Analytik Jena). De este modo se obtuvo una recta de calibrado
en la que interpolar la absorbancia de disoluciones bésicas de FmocFF y relacionarlas con su

concentracion (Figura 5B).

y =2.02x + 0.0085
R?=0.9971

Absorbancia

230 250 270 290 310 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
A (nm) [FmoFF] (% (piv))

Figura 5. A) Espectro de absorcién de una disolucion basica de FmocFF. B) Recta de calibrado que

relaciona la concentracién de FmocFF en % (p/v) con la absorbancia a 266 nm.

A continuacion, se midi6 la absorbancia del sobrenadante resultado de centrifugar las
nanoparticulas (por triplicado), se interpol6 en la recta y se obtuvo el valor de concentracion de
FmocFF. A partir de la diferencia de concentracion de FmocFF entre el sobrenadante y la
disolucién 0.5 % (p/v) afiadida, se pudo determinar la cantidad de FmocFF adsorbida por gramo

de nanoparticulas.
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3.5.2. Medidas de movilidad electroforética de FeNPs@PEG@FmocFF.

Se realizaron medidas de movilidad electroforética de las FeENPs@PEG@FmocFF. Para ello se
empled una metodologia similar a la descrita en el apartado 3.3.2 para las FeNPs y FeNPs@PEG.

3.6. Preparacion de hidrogeles magnéticos.

En primer lugar, se preparé una disolucion basica de FmocFF 0.5% (p/v) (tal como se describe
para la formacion del gel HGNM en el apartado 3.4) con la que se obtuvieron las
FeNPs@PEG@FmocFF (ver apartado 3.5). Con intencion de simplificar el proceso, antes del
recubrimiento con gelador, se pesaron las FeNPs@PEG necesarias para obtener la concentracion
de nanoparticulas deseada en el gel final. Dichas concentraciones fueron: 0.05, 0.1, 0.3, 0.6 y
0.9% (v/v) para preparar los hidrogeles magnéticos (HGMs) denominados HGM-0.05, HGM-
0.1, HGM-0.3, HGM-0.6 y HGM-0.9 respectivamente. Una vez realizado el recubrimiento, se
retird el sobrenadante y se afiadid disolucion basica de FmocFF 0.5% (p/v) y agua destilada o una
disolucién de colorante fluorescente 2.5 nM para los estudios de FLCS (ver apartado 3.15) hasta
alcanzar una concentracion final de FmocFF de 0.3% (p/v). La mezcla preparada se sonic6
durante 5 minutos para obtener una suspension homogénea de nanoparticulas antes de inducir la

gelificacion de la misma forma que para el HGNM (ver apartado 3.4).

En el caso de los geles magnéticos gelificados en presencia de campo magnético, la disolucion
final se introdujo en el centro de un electroiman con un campo magnético vertical de 15 kA-m*

durante 1 hora para después dejarlo gelificar a temperatura ambiente y sin campo aplicado.

3.7. Preparacioén de xerogeles.

Todos los xerogeles (hidrogeles a los que se les ha retirado el agua) preparados en este trabajo se
han obtenido dejando secar los hidrogeles a temperatura ambiente y a presién atmosférica. El
recipiente o superficie en el que se obtuvieron los xerogeles dependié del destino del xerogel en

cuestion, tal como se indicaré en los apartados metodol6gicos correspondientes.

3.8. Caracterizacién de las propiedades magnéticas de hidrogeles.

Los geles fueron caracterizados magnéticamente a través de la obtencion de sus curvas de
magnetizacion. Para este proposito se empled un magnetémetro MPMS X (Quantum Design) con
el que se aplicaron distintos valores de campo magnético y se midieron las correspondientes

magnetizaciones.
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3.9. Caracterizacion mesoscopica de hidrogeles magnéticos mediante

microscopia Optica.

Para tomar iméagenes mesoscopicas de HGMs formados en presencia de campo magnético, éstos
se observaron con un microscopio 6ptico SMZ00 (Nikon) a 5 aumentos y se captaron fotografias
con un cdmara CCD (Pixelink) conectada al microscopio. Las muestras se prepararon en distintos
dispositivos en funcién del angulo de observacién: para observar la seccidn transversal del gel,
este se formo gelificando una pequefia lAmina de gel en una placa Petri; para observar la seccion
longitudinal, el gel se formd en el interior de una cubeta para dicroismo circular (ver mas adelante

en el apartado 3.11).

3.10. Caracterizacion de hidrogeles mediante ESEM.

Las imagenes de microscopia electronica de barrido medioambiental (ESEM del inglés
Environmental Scanning Electron Microscope/Microscopy) de los geles se obtuvieron usando un
microscopio Quanta 400 ESEM (FEI) equipado con un sistema de enfriado Peltier. Las muestras
se introdujeron en el microscopio tomando una porcién del gel formado con una espatula y
colocandola sobre una lamina adhesiva de carbono. La temperatura 6ptima de medida fue -5 °C,
la presion 3 Torr y una humedad relativa de entre 80 y 95%.

3.11. Estudio de hidrogeles por CD.

Los espectros de dicroismo circular (CD del inglés Circular Dichroism) de los hidrogeles se
registraron en un espectrofotdmetro de CD DSM172 (Olis) equipado con una ld&mpara de xenén
de 150 W. Los hidrogeles se prepararon en el interior de una cubeta de cuarzo de 0.1 mm de paso
de luz 0.1 mm quartz Suprasil (Hellma) siguiendo el mismo protocolo descrito en los apartados
anteriores para la gelificacion de los hidrogeles HGNM y HGMs. Los espectros se registraron en
el intervalo de 200 a 300 nm tomando una medida cada 1 nm con 0.1 s de tiempo de integracion
por medida. Las medidas se tomaron a 25 °C y el resultado se expresé como el promedio de 20

acumulaciones.

3.12. Estudio de hidrogeles y xerogeles por FTIR.

Todos los hidrogeles preparados, asi como los xerogeles correspondientes, se analizaron por

espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR del inglés Fourier Transform
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Infrared Spectroscopy) empleando un espectrometro Two FTIR ATR (Perkin-Elmer). Para
analizar las muestras, éstas se comprimieron sobre el cristal de diamante del espectrémetro y se

registraron espectros desde 450 a 4000 cm™,

3.13. Caracterizacion de xerogeles mediante XRD en polvo.

Los patrones de difraccién de rayos X (XRD del inglés X-Ray Diffraction) de los xerogeles se
obtuvieron con una radiacion Cu Ka (I = 1.5418 A) en un difractémetro X Pert PRO (Malvern
PANanalytical) equipado con un detector PIXcel (Malvern PANanalytical) operando a 45 kV y
40 mA. El rango de 26 registrado fue de 5° a 80° con intervalos de (26) 0.039°. Para la realizacion
de las medidas se depositaron los geles sobre una superficie de vidrio y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Las medidas se realizaron una vez los geles estaban completamente secos

a simple vista (xerogeles).

3.14. Caracterizacidén de xerogeles mediante XRD en sincrotrén.

Las medidas se realizaron en el sincrotron Swiss Light Source del Paul Scherren Institut (Villegen,
Suiza) empleando como fuente de radiacion el haz X04SA-MS. Las muestras analizadas fueron
xerogeles introducidos en capilares de 0.8 mm de diametro. El haz empleado se fij6 a una energia
de 16 keV y L = 0.77627 A. En las mismas condiciones se midié un material de referencia de
silicio en polvo (NIST 640c, ao = 0.54311946(92) nm a 22.5 °C). Se utiliz6 como detector un
contador de fotones sensible a la posicibn MYTHEN 1. Independientemente se midieron las
curvas de dispersion de He/aire y de los capilares vacios, asi como los coeficientes de transmision

de los capilares con muestra y vacios, para tenerlos en cuenta en el tratamiento de datos.

3.15. Estudio de difusién mediante FLCS.

Para estudiar el comportamiento difusivo de los hidrogeles mediante FLCS en primer lugar, éstos
se prepararon en porciones de 0.3 mL en el interior de jeringas cortadas de 2 mL, siguiendo los
protocolos descritos en los apartados 3.4 y 3.5 sustituyendo el agua afiadida tras la adicién de la
disolucién basica de FmocFF 0.5% (p/v) por una disolucion 2.5 nM del fluoréforo 4-methoxy-
Pennsylvania Green (4-OMe-PG)® (Figura 6), de manera que la concentracion final en los
hidrogeles fuese de 1 nM. Tras completarse la gelificacion, los geles se extruyeron sobre placas

de vidrio para su posterior observacion en el microscopio.
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Figura 6. Estructura del fluor6foro 4-methoxy-Pennsylvania Green (4-OMe-PG) empleado en los estudios
de FLCS.

Las fluctuaciones de la fluorescencia del fluoréforo 4-OMe-PG se registraron con un instrumento
MicroTime 200 (PicoQuant), basado en un microscopio confocal invertido 1X-71 (Olympus).
Como fuente de excitacion se empled un laser pulsado de 470 nm LDH-P-C470 (PicoQuant),
trabajando a una frecuencia de repeticion de 20 MHz. La fluorescencia emitida se recogid a través
de un objetivo de inmersién en aceite 100x con 1.4 NA (apertura numérica) y enfocado sobre una
apertura confocal (pinhole) de 75 um, después de pasar a través de un espejo dicroico 510 dcxr y
un filtro de corte HP500LP (AHF/Chroma). Después del pinhole, la luz fluorescente se dividid
en dos canales por un divisor de haz 50/50, filtrado espectralmente por un filtro de paso de onda
520/35 (Semrock) para el canal 1 o un filtro de paso de onda 550/40 (Thorlabs) para el canal 2, y
detectado en dos detectores fotodiodos de avalancha SPCMAQR SPAD (Perkin-Elmer). La
adquisicion de datos se llevé a cabo con un modulo de contaje temporal de fotones individuales
TimeHarp 200 (PicoQuant). La incorporacion de la informacién de resolucién temporal de
fluorescencia, ha resultado en la espectroscopia de correlacion de fluorescencia con tiempo de
vida (FLCS), en la cual se utiliza un filtrado temporal de la sefial para discernir los fotones reales
del ruido.®8 Se ha empleado FLCS de correlacion cruzada (FLCS-CC) entre los dos canales de
deteccion, asi como FLCS de autocorrelacion (FLCS-AC) de la sefial de los canales individuales.

En las curvas CC y AC, g(t), se han ajustado a la ecuacion de difusién anémala:

1
g(t)_g(O){l{Lj } [“%[LJ 1
D s“\7p

Donde zp representa el tiempo de difusion, g(0) es la amplitud limite de la funcion de correlacion
(cuando t — 0), s es el parametro geométrico del volumen de excitacién (cociente entre los radios
focales vertical y horizontal), y o es el parametro de difusion andmala. Los efectos subdifusivos
aparecen cuando a < 1. El coeficiente de difusion aparente, D, se obtuvo como s%/4 zp. En difusion
anomala, los coeficientes de difusion son dependientes del tiempo, y por lo tanto, sus valores
deben tomarse solo como una aproximacion cualitativa.8” Sin embargo, los valores obtenidos

pueden ser Utiles para analizar el comportamiento general y para detectar interacciones especificas
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entre el fluor6foro y las fibras de gel. Los filtros temporales de FLCS, la correlacion cruzada, la
autocorrelacion y los ajustes se realizaron usando el programa SymPhoTime 32 (PicoQuant).
Durante los ajustes, el parametro geométrico s se mantuvo fijo con el valor obtenido

previamente.8®

Las fluctuaciones de fluorescencia del fluoréforo disuelto se recogieron enfocando a 10 um dentro
de los hidrogeles. Se registraron al menos 15 trazas temporales de 150 segundos en distintos

puntos de cada hidrogel estudiado.

3.16. Caracterizacion reoldgica de hidrogeles.

Todas las medidas reoldgicas se realizaron con el reémetro de esfuerzo controlado Haake MARS
I11 (Thermo Fisher Scientific). La geometria elegida (salvo para las medidas de anisotropia como
se vera mas adelante) fue un plato de doble cono de 60 mm de didmetro y con un angulo de 2°
sensor DC60/21 Ti L (Thermo Fisher Scientific). Los hidrogeles se prepararon en el interior de la
geometria siguiendo los procedimientos descritos en los apartados 3.4 y 3.5. Tras la gelificacion
se realizaron las medidas sin manipular los hidrogeles de modo que quedasen totalmente
inalterados y se pudiesen realizar las medidas en condiciones de reproducibilidad. Cada muestra

se analiz6 por triplicado para asegurar la significancia estadistica de los resultados.

Figura 7. Fotografia del redometro con la bobina del electroiman colocada coaxialmente al eje de la

geometria para gelificacion en presencia de campo magnético en el interior del reémetro.

En el caso de los hidrogeles gelificados en presencia de campo magnético, se acopl6 una bobina
al redmetro dispuesta de forma coaxial a la geometria de modo que el hidrogel quedase justo en

el centro del interior de la bobina (Figura 7).
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Los distintos test reoldgicos aplicados a cada uno de los hidrogeles, fueron los siguientes:

3.16.1. Cinética de gelificacion.

Se monitorizo la evolucién de los médulos viscoelasticos G* y G” en funcion del tiempo durante
24 horas. Los modulos G’ y G” se obtuvieron de la aplicacion de una deformacion por cizalla
sinusoidal con amplitud 0.001 y frecuencia 1 Hz. De este modo se pudo determinar el tiempo de
gelificacion sin alterar las propiedades mecanicas de los geles resultantes.®® Para comprobar si
efectivamente las propiedades de los hidrogeles no se ven afectadas por la medida de gelificacion,
se midieron las propiedades mecéanicas de varios geles tras 24 horas de gelificacién sin la
aplicacién de ningun esfuerzo (sin monitorizar la cinética de gelificacion). Se pudo comprobar

gue no habia diferencias entre aplicar el esfuerzo descrito durante la gelificacion, o no aplicarlo.

3.16.2. Comportamiento reoldgico en régimen estacionario.

Una vez se hubo completado la gelificacion (24 horas) se registraron los valores de deformacién
de cizalla obtenidos por la aplicacion de un esfuerzo de cizalla con un incremento progresivo,
manteniendo cada esfuerzo aplicado durante 10 segundos. Los valores de modulo de rigidez se

obtuvieron a partir de las pendientes de las curvas obtenidas de esfuerzo-deformacion.

3.16.3. Comportamiento reolégico en régimen oscilatorio.

Tras completarse la gelificacion, los hidrogeles fueron sometidos a un esfuerzo de cizalla
sinusoidal y se registrd la deformacién resultante. Como un estudio preliminar, en primer lugar,
se realizaron barridos de amplitud manteniendo la frecuencia constante a 1 Hz para hallar la
deformacién de cizalla que delimita la zona viscoelastica lineal (ZVL). Para ello se incrementd
logaritmicamente el valor de la amplitud de deformacion hasta alcanzarse el principio de la zona
viscoelastica no lineal (ZVNL), es decir, la deformacion de cizalla (yo) en la que G’ y G”
comienzan a dejar de ser constantes. Se determind que una deformacion yo=0.002 esté dentro de
la ZVL para todos los geles estudiados. Una vez establecido este parametro, se realizaron dos

tipos de experimentos:

A) Barridos de amplitud de deformacion: para llevar a cabo estos experimentos se mantuvo
constante la frecuencia en 1 Hz y se increment6 logaritmicamente la amplitud de deformacion de
cizalla para determinar el limite de la ZVL de cada hidrogel, punto en el que se detuvo
manualmente el incremento en la amplitud de deformacion. Se realizaron 5 ciclos y se tomaron
los 3 ultimos para calcular los valores medios de G’ y G”. Tras finalizar los ciclos de barrido de
amplitud se realiz6 un barrido de amplitud final de cada muestra aumentando la amplitud de

deformacion hasta romper totalmente el gel.
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B) Barridos de frecuencia: para este tipo de ensayo se mantuvo constante la amplitud de
deformacion de cizalla a yo= 0.002 y la frecuencia se incremento logaritmicamente desde 0 Hz
hasta 10 Hz. Estos experimentos dieron como resultado los oscilogramas de variacion de los

modulos viscoelasticos (G’ y G”) en funcion de la frecuencia.

3.17. Analisis reoldgico de la anisotropia mecanica de hidrogeles.

Debido a la imposibilidad técnica de inducir un campo magnético horizontal durante la
gelificacion en el interior del redmetro (ver apartado 3.16), se optd por una geometria plato-plato
en lugar de la de doble cono y por preparar los hidrogeles fuera del re6metro.

Figura 8. Fotografias de platos base de redmetro (A) sin modificar y (B) modificado con una cavidad
cilindrica de 2 mm de profundidad y 35 mm de didmetro. C) Fotografia de HGM-0.1 gelificado en el interior
de un plato de reémetro modificado. Fotografias de disposicidn de gelificacion con aplicacion de campo

magnético (D) vertical y (E) horizontal.

Para llevar a cabo la adaptacion metodol6gica, en primer lugar, se hizo una modificacién de los
platos base del redmetro horadandolos hasta crear una cavidad cilindrica de 2 mm de profundidad
y 35 mm de didmetro (Figura 8A y 8B). Los hidrogeles se formaron en el interior de estos platos
modificados vertiendo en su interior la disolucién/suspension correspondiente y dejandolos
gelificar durante 24 horas en una atmosfera saturada de agua (Figura 8C). Para conseguir la
orientacion del campo magnético en dos direcciones (vertical y horizontal), la gelificacion se
realizd con la aplicacion de un campo magnético de 15 kA-m™ durante la primera hora de
gelificacion, con una bobina dispuesta tal y como se puede ver en la Figura 8D y 8E. Una vez los
hidrogeles estuvieron formados completamente tras 24 horas, cada plato con hidrogel se colocd
en la parte inferior del redmetro y después se bajé la parte superior de la geometria hasta producir
un contacto completo con el hidrogel sin llegar a comprimirlo. El siguiente paso fue la medida de
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las propiedades mecénicas tal como se describe en el apartado 3.16 salvo la cinética de

gelificacion.

4. Discusion y resultados.

4.1. Recubrimiento y caracterizacidn de nanoparticulas magnéticas.
Establecimiento de la metodologia de preparacion hidrogeles

magnéticos.

Como material magnético se eligié el hierro porque es un material altamente ferromagnético vy,
por lo tanto, se ve muy afectado por la aplicacién de un campo magnético externo. De esta forma
se tendrian mas opciones de poder modificar las propiedades del hidrogel hibrido con un estimulo
magnético externo. Por otro lado, a diferencia por ejemplo del cobalto, el hierro es un material

biocompatible, un requisito necesario en una futura aplicacién biomédica o biotecnolégica.

Como el destino de las particulas seria un medio acuoso (un hidrogel), se decidié protegerlas de
la corrosion recubriéndolas con una capa delgada de PEG, antes de ponerlas en contacto con
cualquier medio acuoso.®® Como se comenté en el parrafo anterior, teniendo en mente una
hipotética aplicacion biomédica o biotecnolégica, el recubrimiento con PEG serviria ademas para
aumentar la biocompatibilidad de las nanoparticulas y protegerlas del ataque de macréfagos.®**
También se pensé que este recubrimiento podria servir para favorecer una interaccion

supramolecular con las moléculas de gelador, algo que se demostré mas adelante.

Las nanoparticulas recubiertas de PEG (FeENPs@PEG) fueron observadas por TEM (Figura 9).
Dichas imagenes mostraron que las FeNPs estaban recubiertas por una fina ldmina de PEG.
También se realizaron medidas de movilidad electroforética de la FeENPs comerciales y la
FeNPs@PEG para corroborar la eficacia del recubrimiento y conocer las caracteristicas
superficiales de las particulas. Tales medidas consistieron en medir la movilidad electroforética
de las particulas dentro de un rango amplio de pH dentro del cual se pudiese asegurar que las
particulas no sufrieran reacciones superficiales (Figura 10). El intervalo elegido fue 4-11 ya que
tras pruebas preliminares no se pudo asegurar la estabilidad de las particulas a pH 3 y 12. Los
resultados mostraron que, el punto isoeléctrico (p.ie) (el pH en el que la movilidad electroforética
es nula) de las FeNPS@PEG (p.ie < 4) disminuy6 considerablemente respecto al de las FeENPs

comerciales (p.ie = 7). El que las FeNPs tuviesen una movilidad nula a pH = 7 esta en consonancia
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con la formacion de una pelicula de hematita en la superficie de las particulas lo que ademas
explicaria su color negro intenso. La disminucién observada en el p.ie tras el recubrimiento, se
entiende como efecto de la presencia de grupos hidroxilo de los grupos hemiacetal de la
superficie, producto de la reaccion entre el glutaraldehido y el PEG. Teniendo en cuenta los
resultados de movilidad electroforética, junto con las imagenes TEM, se pudo concluir que las

FeNPs estaban recubiertas efectivamente de PEG.

100 pm

Figura 9. Imagen TEM de FeENPsS@PEG donde puede apreciarse una fina capa orgéanica (mas clara) que

recubre las FeNPs (mas oscuro).
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Figura 10. Representacidn grafica de los valores de movilidad electroforética de FeNPs, FeNPS@PEG y
FeNPs@PEG@FmocFF en funcion del pH.
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Para un entendimiento mejor de las propiedades de estas particulas, se realizaron estudios de
magnetizacion tanto de las FeNPs como de las FeNPs@PEG. A partir de las curvas de
magnetizacion obtenidas (Figura 11), se demostr6 que ambos tipos de particulas tenian un
comportamiento tipico ferromagnético con valores de saturacion de magnetizacion 1521 + 15
kKA-m?1y 1530 + 12 kA-m?, y de magnetizacion remanente de 62.3 + 2.4 KA-m?1y 75 + 3 KA-m
! para las FeNPs y las FeNPs@PEG respectivamente. De los datos obtenidos se pudo concluir
que el recubrimiento con PEG tiene un efecto despreciable en las propiedades magnéticas de las
particulas. El hecho de que los valores de saturacién de magnetizacién y magnetizacion remanente
fueran ligeramente mas altos para las FeENPS@PEG que para las FeNPs, puede ser atribuido a la

proteccién frente a la oxidacién por parte de la ldmina de PEG.
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Figura 11. Curvas de magnetizacién de FeNPs y FeENPs@PEG.

4.1.1. Primeras pruebas de gelificacion: estudio de la adsorcién de FmocFF sobre

FeNPs@PEG.

Como primera aproximacion al intento de genera un gel hibrido con FeNPs, se intentaron formar
suspensiones de distintas concentraciones de FeENPs@PEG en una disolucion de FmocFF 0.3%
(p/v) e inducir la posterior gelificacion con la adicion de D-(+)-glucono-1,5-lactona (GdL). Se
pudo observar que mientras que a bajas concentraciones de FeNPs se formaban geles
homogéneos, cuando se aumentaba la concentracion de particulas hasta el 0.6% (v/v), las

particulas sedimentaban en el fondo del recipiente y el gel que se formaba en superficie era muy
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débil, practicamente como agua liquida. Se dedujo que parte del gelador se adsorbia a las
FeNPs@PEG a traves de interacciones supramoleculares entre el PEG y el FmocFF ya que 0.3%
(p/v) es una concentracion de gelador proxima al limite inferior de gelificacion (0.22% (p/v)),*
por lo que una disminucién en dicha concentracién, aun siendo pequefia, podria hacer que el gel

no llegase a formarse.

Para corroborar la hipotesis de recubrimiento de las FeNPs@PEG con FmocFF, se llevaron a cabo
medidas espectroscopicas de la disminucion de la concentracion de FmocFF tras haber puesto en
contacto la disolucion de FmocFF con las nanoparticulas (ver apartado 3.5.1 en Materiales y
Métodos). El resultado de este andlisis fue que efectivamente disminuia la concentracion de
FmocFF cuando este se ponia en contacto con las FeNPS@PEG. Dicha disminucion se tradujo en
4.7775 - 102 g de FmocFF adsorbidos por gramo de FeNPS@PEG, una cantidad muy pequefia
pero que podria dificultar la gelificacion en el caso de concentraciones altas de nanoparticulas.
Posteriormente se realizaron medidas de movilidad electroforética de las FeNPsS@PEG
pretratadas con FmocFF (FeNPs@PEG@FmocFF o por simplificar en el resto del texto,
simplemente FeNPs), en el rango de pH que permitia la disoluciéon de FmocFF (pH 9.5, 10.0 y
10.5). Como puede observarse en la Figura 10, la movilidad electroforética de las particulas con
FmocFF era considerablemente menor que el de las nanoparticulas con PEG, lo que se puede
entender como un recubrimiento de cargas formales negativas sobre las particulas

correspondientes al carboxilato de FmocFF.

Tras este hallazgo, se prepararon geles con nanoparticulas a varias concentraciones (0.05, 0.1,
0.3, 0.6 y 0.9% (v/v)) pretratadas con FmocFF. Se pudo comprobar que no habia sedimentacion
de particulas y que se formaban geles homogéneos y consistentes con todas las concentraciones
de nanoparticulas ensayadas. De este modo se establecié la metodologia con la que se prepararian
todos los hidrogeles magnéticos (HGM-0.05, HGM-0.1, HGM-0.3, HGM-0.6 y HGM-0.9) en

el resto del presente trabajo (Figura 12).

Tras el éxito en la obtencion de los hidrogeles magnéticos se estudiaron sus propiedades
magnéticas (Figura 13). Las curvas de magnetizacion presentaban una forma similar a las de las
FeNPs@PEG (Figura 11), aunque con valores de saturacion de magnetizacion mucho mas bajos.
De estas curvas se obtuvieron los valores de volumen de concentracién de particulas magnéticas
(¢) dentro de los HGMs mediante la “ley de mezclas del magnetismo”: Mgy = ¢ -Ms, donde Msn y
M; son las saturaciones de magnetizacién de los hidrogeles y de las particulas respectivamente.
Como puede verse en la Tabla 2, existia una buena correlacién entre los valores de concentracion

del protocolo de preparacién y el obtenido de las medidas de magnetizacion.
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Figura 12. Representacién esquematica del protocolo de preparacién de hidrogeles magnéticos.

Tabla 2. Concentracion de particulas en HGMs segun el protocolo de preparacion y ley de mezclas del

magnetismo.
[FeNPs] (% (v/v)) [FeNPs] (% (v/v)
HIDROGEL protocolo Msh (KA-m™) ley de mezclas del
preparacion magnetismo
HGM-0.1 0.1 1.73£0.09 0.111 + 0.005
HGM-0.3 0.3 4.71+£0.24 0.307 £ 0.015
HGM-0.6 0.6 9.3+05 0.61+£0.03
HGM-0.9 0.9 13.9+0.7 0.91+£0.05
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Figura 13. Curvas de magnetizacién de hidrogeles HGM-0.1, HGM-0.3, HGM-0.6 y HGM-0.9.
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4.2. Caracterizacién morfologica y magnética de hidrogeles.

Una vez se consiguieron obtener hidrogeles de FmocFF con nanoparticulas en suspension
distribuidas homogéneamente en el volumen del hidrogel, se procedid a estudiar como afectaba
la presencia de las nanoparticulas a la morfologia de los hidrogeles, principalmente, cuando estos

se gelificaban en presencia de un campo magnético.

Es conocido que cuando se aplica un campo magnético a una suspension de nanoparticulas
magnéticas en un medio liquido, éstas se alinean paralelamente en la direccion del campo aplicado
formando estructuras parecidas a columnas de particulas.®® Esta agregacion de particulas es
reversible ya que una vez se retira el campo magnético aplicado, el movimiento browniano
destruye las estructuras recuperandose la distribucion isétropa de las particulas en el liquido. En
el caso de los HGMs formados con aplicacién de un campo magnético de 15 kA-m™ durante 1
hora desde el inicio de la gelificacién, era de esperar que se formasen columnas de particulas
durante la aplicacién del campo, pero lo interesante fue, que después de retirar el campo
magnético permanecian las estructuras en forma de columna distribuidas homogéneamente por
todo el volumen del hidrogel como puede observarse en las imagenes de microscopia Optica en la
Figura 14. Este hecho no puede justificarse por la remanencia magnética de las particulas porque
era demasiado baja como para mantener a las nanoparticulas juntas y, por lo tanto, debia estar

relacionado con una posible interaccion entre los péptidos y las FeNPs.

Figura 14. Vista del HGM-0.1 por microscopio éptico en (arriba derecha) la direccion del campo

magnético aplicado y (abajo izquierda) perpendicular del campo.
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Para profundizar més en el estudio de la morfologia de los HGMs, éstos, y el gel no magnético
control (HGNM), se observaron por microscopia electrénica de barrido medioambiental (ESEM)
(Figura 15). Esta técnica, a diferencia de la microscopia dptica de barrido (SEM) o la de
transmision (TEM), no requiere del secado previo del material y puede observarse en su estado
himedo original. Se pens6 que esta debia ser la mejor aproximacion a la caracterizacion de los
geles ya que es lo que mas se acerca a la realidad. La temperatura 6ptima de medida fue -5 °C, la
presion 3 Torr y una humedad relativa de entre 80 y 95%. Con estas condiciones se pudo observar
que el HGNM estaba formado por una red espesa de laminas y fibras que formaba una estructura
porosa con una amplia variedad de tamafios de poro. Esta observacién diferia mucho de las
imagenes publicadas de xerogeles.®® Al observar los HGMs se pudo comprobar que la presencia
de las FeNPs no alter6 la microestructura supramolecular de los hidrogeles y que esta es capaz de
mantener a las nanoparticulas, incluso con 0.6% (v/v) de FeNPs, algo que resulta sorprendente
teniendo en cuenta la pequefia concentracion de gelador que forma la estructura. Lo que se
observo fue una red macroporosa de fibras de FmocFF decorada con FeNPs.

HGM-0.1; E) HGM-0.3; F) HGM-0.6.
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Viendo las imagenes ESEM, una posible explicacion de que los agregados de particulas en forma
de columna se mantuvieran después de retirar el campo, podria deberse a que las fibras peptidicas
se formaban en presencia de estas columnas y al ir creciendo englobaban y fijaban en su estructura

las FeNPs dejandolas inmoviles en el estado gel.

4.3. Estudio de la estructura secundaria de hidrogeles.

Se realizaron analisis de espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), de
dicroismo circular (CD) y de difraccion de rayos X (XRD) de los hidrogeles (o de los xerogeles
segun el caso) con intencion de conocer el posible efecto que pudiera tener la presencia de FeNPs
sobre la estructura secundaria de las hebras peptidicas en los HGMs.

4.3.1. Caracterizacién por CD.

Los espectros CD de los hidrogeles supramoleculares son muy sensibles a la concentracién y al
procedimiento de gelificacion.>®®! El hidrogel control (HGNM) preparado en este trabajo (un
hidrogel de FmocFF preparado por cambio de pH con GdL) presentaba un maximo de absorcion
a 221 nm vy otro a 279 nm, lo que se corresponderia con transiciones n-n” y n-n" del grupo

fluorenilo respectivamente (Figura 16) de acuerdo con la bibliografia.

A (nm)

miliabsorbancia

Figura 16. Espectro de CD de HGNM, HGM-0.05 y HGM-0.1.
Ulijn y colaboradores sugirieron que el FmocFF puede asociarse en estructuras de lamina beta

cuando el gel se forma por cambio de pH empleando 4cido clorhidrico (HCI).®® El ligero

desplazamiento del maximo a 221 nm hacia longitudes de onda mas altas respecto al trabajo de
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Ulijn y colaboradores (218 nm), podria deberse a la diferencia de concentracion de FmocFF entre
ambos experimentos (1.07% (v/v) en el trabajo de Ulijn y colaboradores y 0.3% (v/v) en el
HGNM). Este fendbmeno ya ha sido descrito y sugiere que a concentraciones mas altas de péptido,

este tiene mas preferencia por conformaciones beta.?

Cuando se analizaron los espectros CD de los geles HGM-0.05 y HGM-0.1 se pudo observar que
presentaban espectros CD con la misma morfologia que el de HGNM. De este resultado se puede
concluir que la presencia de FeNPs no afectaba a la asociacion supramolecular de FmocFF, al
menos en las concentraciones estudiadas. Desafortunadamente no pudieron obtenerse los
espectros CD correspondientes a HGMs con concentraciones mas altas de FeNPs debido a la

turbidez del medio.

4.3.2. Caracterizacién por FTIR.
El espectro FTIR del xerogel correspondiente al HGNM (Figura 17) mostr6 dos bandas

principales a 1651 y 1534 cm™. Estas bandas se pueden asignar como “banda amida I”
(correspondiente a la tension del C=0 del grupo amida) y “banda amida II”” (correspondiente a la
flexion N-H del grupo amida) respectivamente.® El espectro del hidrogel HGNM mostré una
banda de amida | desplazada al rojo ligeramente respecto a la del xerogel (1645 cm™), asi como
una banda amida Il desplazada ligeramente al azul respecto a la del xerogel (1536 cm™). Estos
desplazamientos indican la formacién de enlaces de hidrégeno amida.®>® La presencia de dos
bandas de amida en el hidrogel se relaciona con una preferencia por un ordenamiento en lamina
beta.>®% La aparicion de una banda a 1692 cm sugiere que este ordenamiento es ademas

antiparalelo.®®
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Figura 17. Espectros FTIR de HGNM, xerogel de HGNM y HGMs.
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Como puede observarse en la Figura 17, los espectros FTIR de todos los HGMs tenian las dos
mismas bandas amida a nimeros de onda similares al HGNM. Se puede observar que la banda
amida | de los HGMs estaba desplazada ligeramente al rojo respecto a la del HGNM (1634 cm-
1, lo que puede deberse a la formacién de enlaces de hidrégeno entre el péptido y el PEG que
recubre las FeNPs. Estos resultados estan en perfecta consonancia con los resultados observados
en CD, lo que corrobora la conclusion de que la presencia de las FeNPs no afecta notablemente

al ordenamiento supramolecular de FmocFF.

4.3.3. Caracterizacién por XRD.

Como una primera aproximacién al estudio por difraccion de rayos X (XRD) de los hidrogeles
empleados en este trabajo, se registraron los patrones XRD de los xerogeles correspondientes al
HGNM y al HGM-0.3 (Figura 18A). Al analizar el HGNM se obtuvo un patron de picos de
difraccion periédico con valores de espaciado nd donde d es el espaciado y 2 < n < 6. Estas
reflexiones periddicas son consistentes con la presencia de cintas planas formadas por el
apilamiento paralelo de fibras a través de su eje longitudinal.>® Representando los valores de n
frente a la posicion de los picos (como vector de difraccion, g = (2n/A)-sen6) se pudo obtener el
ancho de una Unica fibra a partir de la pendiente del mejor ajuste lineal, siendo este 26.1 A. Del
andlisis de los resultados también se obtuvo que la separacion entre dos péptidos dentro de la
estructura fue de 4.8 A. Todos los resultados obtenidos estan en perfecta consonancia con los
publicados previamente para hidrogeles de FmocFF.5%% Desafortunadamente no se pudieron
registrar los patrones de XRD para el xerogel de HGM-0.3 mediante esta metodologia debido a

que la sefial queda enmascarada por la dispersién de la sefial provocada por las FeNPs.

Con la intencion de evitar los inconvenientes de la dispersion de la radiacién provocada por las
particulas y poder observar el efecto de la presencia de las mismas en los patrones de XRD, se
llevaron a cabo experimentos de difraccidn en sincrotron directamente en fase gel para los mismos
geles analizados con la metodologia anterior. Los patrones obtenidos, mostrados en la Figura 18B,
evidencian las mismas reflexiones periddicas obtenidas con la metodologia anterior, tanto para el
HGNM como para el HGM-0.3 formado en presencia y en ausencia de campo magnético. Estos
resultados refuerzan las conclusiones obtenidas en los analisis por CD y FTIR anteriores, de que

la presencia de las FeNPs no afecta a el ordenamiento supramolecular del péptido.
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Figura 18. A) Espectro de XRD en polvo de los xerogeles de HGNM (azul) y HGM-0.3 (verde). En el
recuadro interno se muestra la representacion grafica de los valores de n de los picos de difraccién como
un a funcion de su posicion (vector de difraccion, g = Q/2 m) y su correspondiente ajuste lineal (linea
discontinua roja), de cuya pendiente se obtiene el ancho de fibra, D = 26.1 A. B) Patrones de difraccion de
rayos X en sincrotrén de NMHG (azul) y MHG-0.3 formado en presencia (verde) y en ausencia (naranja)

de campo magnético.

4.4. Estudio de la difusidén de moléculas a través de hidrogeles.

Una de las cuestiones importantes que se plantean cuando se disefian hidrogeles con aplicaciones
biomédicas potenciales, es la capacidad de difusién de moléculas a través de ellos como pueden
ser nutrientes, sustancias de desecho, u otras moléculas necesarias para que las células puedan
vivir y proliferar. Esta cuestion resulta de especial interés en hidrogeles “reforzados” ya que,
tradicionalmente, la estrategia seguida para mejorar las propiedades mecanicas de estos materiales
ha transcurrido a través de aumentar el grado de entrecruzamiento de sus fibras con la subsecuente
reduccidn de tamafio de poro y, por lo tanto, de la difusion. En este sentido, se planted un estudio
de la distribucidn del tamafio de poro de los geles empleados en este trabajo mediante el analisis
de la capacidad de difusion de un fluoréforo a través del entramado tridimensional de los geles.
De esta forma se pretendi6 identificar cual es el efecto de la adicion de FeNPs en las caracteristicas

difusivas de los hidrogeles.

Para llevar a cabo el estudio planteado se decidio analizar los patrones de difusion de 4-OMe-PG
(Figura 4) disuelto en los hidrogeles mediante FLCS. Se eligi¢ este fluordforo por ser una
molécula relativamente pequefia y por tener poca variacion en sus propiedades fluorescentes a
pHs proximos al neutro.®*" A través de las curvas de correlacion FLCS-AC y FLCS-CC (Figura

19) se obtuvieron los valores de a que describen la difusividad del fluor6foro en los distintos

36



geles. Los valores de « se ajustaron a una Gaussiana con objeto de obtener un valor promedio y
el error asociado (como la anchura de la funcion a mitad de altura) los cuales estan indicados en
la Tabla 3. Al comparar el valor promedio de « obtenido para el hidrogel HGNM (0.62 + 0.22)
con o = 1 correspondiente a la difusion pura (la del fluoréforo en disolucion acuosa), se pudo
comprobar que la difusividad de 4-OMe-PG a través del HGNM era claramente andémala, lo que
sugiere que el hidrogel de FmocFF es una red intrincada de fibras que impide el movimiento libre
del fluoréforo. Sorprendentemente, los valores promedio de o para los HGMs estaban mucho méas
cerca de 1 que el obtenido para el HGNM. De hecho, los valores de o para los geles HGM-0.05,
HGM-0.1 y HGM-0.3 (recogidos en la Tabla 3) no son estadisticamente distintos de o =1 (p >
0.03). Este resultado implica que el fluor6foro 4-OMe-PG tiene una difusion similar a través de
estos HGMs que en disolucion acuosa. Con objeto de corroborar este resultado se obtuvieron los
coeficientes de difusion aparente para estos mismos geles (también en la Tabla 3), y pudo
comprobarse que se correspondian con el obtenido en disolucién acuosa (410 + 70 pm?-s?), lo
que refuerza atin mas la conclusion de que 4-OMe-PG difunde libremente a través de los geles
HGM-0.05, HGM-0.1 y HGM-0.3. Por otro lado, en el caso del gel HGM-0.6, el promedio de los
valores de « fue estadisticamente distinto a la difusion pura con una significancia del 99 % (p =
3-10®), lo que significa que el fluoréforo en este gel presentaba un comportamiento subdifusivo,
aunque no muy destacable. El coeficiente de difusion aparente obtenido (540 + 100 um?-s*) para
este gel resulto ser ligeramente superior al correspondiente a la difusion pura. Este incremento en
el coeficiente de difusion aparente respecto al de las otras medidas puede estar relacionado con la
presencia de canales de difusién preferencial que restringen el movimiento aleatorio en las tres
direcciones del espacio, a una direccién preferente. Este efecto ya ha sido descrito para

fluoréforos pequefios en presencia de grandes concentraciones de agentes aglutinantes.%°

HGNM Z HGM-0.05

Experimental
1594 [ | — - = Difusién pura a = 1.00
I Difusion anémala a = 0.88
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Figura 19. A) Representacion de la curva FLCS-CC de 4-OMe-PG en HGM-0.6 ajustado a un modelo
difusional puro y a una ecuacién de difusion andmala. B) Curvas de distribucion del pardmetro de difusion
anémala () en HGNM, HGMs (0.05-0.6% (v/v) FeNPs) formados en presencia de campo y HGM-0.1 y

HGM-0.3 formados en ausencia de campo (No H).
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Tabla 3: valores de a promedio y coeficiente de difusion aparente de los hidrogeles estudiados.

HIDROGEL a * error asociado | Coeficiente de difusion aparente (Um?-s?)
HGNM 0.62 £0.22 -
HGM-0.05 1.07£0.13 380 +130
HGM-0.1 1.01 £ 0.09 450 + 170
HGM-0.3 1.05+£0.10 400 + 110
HGM-0.6 0.93+0.06 540 + 100
HGM-0.1 (SIN CAMPO) 0.97+0.11 -
HGM-0.3 (SIN CAMPO) 0.99 £ 0.08 -

Para completar el estudio del efecto de las particulas en las caracteristicas difusivas de los
hidrogeles, también se estudiaron los geles HGM-0.1 y HGM-0.3 formados sin campo magnético
aplicado. De este modo se pretendio dilucidar si la difusidn libre a través de los geles magnéticos
se debia a que éstos se formaron con la aplicacién de campo magnético. El promedio de los valores
a obtenidos fue de 0.97 + 0.11 para el HGM-0.1 (sin campo) y de 0.99 + 0.08 para HGM-0.3 (sin
campo). Estos valores no son significativamente distintos a « = 1 (p > 0.4), confirmando que el
microambiente del fluoréforo era préacticamente acuoso en los geles con FeNPs formados sin
campo magnético, al igual que en los geles formados en presencia de campo. La deduccion Gltima
que se obtiene de estos experimentos, es que la formacion de canales preferenciales de difusion
no se debio a que las FeNPs estuviesen alineadas con respecto a un campo magnético, si no que
se debid a la presencia de las FeNPs en si. Este estudio no pudo realizarse para los geles HGM-
0.6 y HGM-0.9 formados sin campo, debido a que las particulas distribuidas aleatoriamente

provocaban una gran dispersion de la luz que impedia las medidas de fluorescencia.

Como conclusidn de este estudio, se puede afirmar que, mientras que un fluoréforo pequefio se
encuentra en un ambiente intrincado de fibras que dificultan su difusion en el HGNM, se
encuentra un ambiente principalmente acuoso en el interior de los HGMs (formados en presencia

y en ausencia de campo magnético).

4.5. Estudios reoldgicos.

4.5.1. Cinéticas de gelificacion.

Se realizaron medidas del tiempo de gelificacion de los hidrogeles (HGNM y HGMs) consistentes
en la medida de la evolucion de los médulos viscoelasticos de almacenamiento (G’) y de pérdida
(G”) en funcidn del tiempo desde el momento en el que se prepararon las mezclas completas para
obtener los hidrogeles. Tomando como ejemplo el gréafico representado en la Figura 20 de la
gelificacion del hidrogel HGM-0.05, los valores de ambos mddulos se incrementaron con el
tiempo, siendo este incremento muy acelerado en los primeros instantes de la gelificacion, hasta

haber pasado aproximadamente 20000 segundos (unas 5 horas y media). Pasado este punto se
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mantuvo el aumento de G’ y G” pero con menor velocidad hasta llegar a una meseta a los 50000
segundos (aproximadamente 14 horas) momento en el que se consider6 que la gelificacion habia
concluido. ElI mismo patron se encontro para los deméas geles, pero no se observd demasiada
reproducibilidad, por lo que se decidi6 preparar los geles en el redmetro, medir la cinética de
gelificacion de cada uno de ellos durante 24 horas y, pasado ese tiempo, medir las propiedades

mecanicas como se indica a en los siguientes apartados.
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Figura 20. Representacion gréfica de la evolucion de G* y G” en funcion del tiempo de HGM-0.05.

4.5.2. Comportamiento reoldgico en régimen estacionario.

Los materiales estudiados (HGNM y HGMSs) mostraron una dependencia lineal entre el esfuerzo
y la deformacién de cizalla a bajas deformaciones (Figura 21A), lo cual, es una caracteristica
propia de los materiales viscoelasticos entrecruzados. Se representaron los valores de esfuerzo vs
deformacion y a partir de las pendientes se determind el médulo de rigidez (G), parametro que
normalmente se utiliza para evaluar la resistencia de un material. Como se puede observar en la
Figura 21B, el médulo de rigidez aument6 fuertemente con la concentracion de FeNPs hasta un
0.1% (v/v) en el gel HGM-0.1, lo que resulta interesante, ya que una concentracion tan baja de
FeNPs fue capaz de incrementar el médulo de rigidez del material hasta 4 veces en comparacion
con HGNM. También se pudo observar que la resistencia seguia aumentando al aumentar la
concentracion de FeNPs hasta alcanzar un limite en 0.6% (v/v) (HGM-0.6), con un aumento
menos acusado que a concentraciones mas bajas. Desde 0.6% (v/v) no se producia un aumento
adicional del médulo de rigidez como puede verse para el gel HGM-0.9. Una posible explicacion
del detenimiento en la tendencia ascendente de la resistencia del gel con la concentracion por
encima de 0.6% (v/v) de FeNPs, puede ser que se alcanzase el grado de saturacion del hidrogel

en nanoparticulas de hierro. De hecho, se observé que los geles HGM-0.9 eran ligeramente
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heterogéneos en algunas ocasiones y, como consecuencia, poco reproducibles. Esta falta en
homogeneidad podria traducirse en una disminucién en las propiedades mecéanicas del hidrogel.
Se pudo comprobar también, que cuando no se aplica un campo magnético durante la gelificacion,
no se producia un aumento en el médulo de rigidez, de lo que se dedujo gque este fendmeno debia
estar relacionado con el ordenamiento de las FeNPs en forma de columnas méas que con la simple
presencia de las FeNPs.
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Figura 21. A) Representacién grafica del esfuerzo vs deformacion del HGNM y de los HGMs. B) Variacion

del médulo de rigidez de los hidrogeles en funcién de la concentracién de FeNPs.

El comportamiento global observado de un aumento de la resistencia al afiadir nanoparticulas
magnéticas a bajas concentraciones, con una disminucion de la relacion entre la concentracion de
nanoparticulas afiadidas y el aumento del médulo de rigidez (incluso la disminucién del mismo),
ha sido previamente publicado por la Dra. Bonhome-Espinosa y colaboradores para geles
poliméricos.’® En dicho trabajo, los autores observaron que las nanoparticulas actuaban como
“nudos” de la estructura tridimensional, lo que se traducia en un aumento en el modulo de rigidez
de los mismos. Sin embargo, cuando aumentaron la concentracién de particulas magnéticas por
encima de cierto punto, la red tridimensional del gel se vio demasiado afectada y se produjo la

disminucién de la resistencia mecanica de los hidrogeles.

Tal como quedd evidenciado por las pruebas relativas al estudio de la estructura secundaria de los
hidrogeles, esta no se alterd por la presencia de las FeNPs. Este hecho sumado a la evidencia de
la formacién de “columnas” de nanoparticulas a través de los HGMs formados en presencia de
campo magnético, y del mantenimiento de dichas estructuras una vez se retiré el campo (como
puede observarse en las imagenes de microscopio Optico de la Figura 14), lleva a pensar que las
FeNPs fueron asimiladas dentro de la estructura peptidica y que la red tridimensional las mantuvo

en posiciones fijas en forma de columnas. La hipotesis que se plante6 fue que las columnas de
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particulas actian como un andamio microscépico que soporta la red peptidica, provocando una
interaccidn sinérgica entre ambos materiales dando lugar a un hidrogel hibrido con una resistencia
mecanica superior. Este fendmeno es ampliamente conocido en materiales compuestos en los que
una matriz relativamente débil es reforzada por la inclusion de estructuras cilindricas rigidas a
través de dicha matriz.’®* Un ejemplo paradigmatico de esta forma de “reforzar” materiales es el
caso del hormigén armado, en el que el hormigon actia como matriz que es reforzada por la

inclusion de estructuras cilindricas rigidas, en este caso, barras de acero.

4.5.3. Comportamiento reolégico en régimen oscilatorio.
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Figura 22. A) Representacion de G’ y G” en funcion de la amplitud de deformacion aplicada para el HGM-

0.05. B) Representacion de G’ y G” en funcién de la concentracion de FeNPs.

Cuando se representaron los valores de G’ y G” como una funcién de la amplitud de deformacion
de cizalla a una frecuencia fija (ejemplo en Figura 22A del gel HGM-0.05), se pudo observar que
ambos modulos viscoelasticos permanecieron practicamente constantes a amplitudes de
deformaciédn bajas dentro de la zona viscoelastica lineal (ZVL). Dentro de la ZVL la respuesta
elastica de los hidrogeles (el almacenamiento de energia que se corresponde con G’) fue casi dos
ordenes de magnitud superior que la respuesta viscosa (la pérdida de energia que se corresponde
con G”), algo de esperar para materiales viscoelasticos entrecruzados como son los hidrogeles. A
valores mas altos de amplitud de deformacion de cizalla, G exhibe un incremento notable hasta
alcanzar un valor maximo a una amplitud de deformacion aproximada de 0.03. Este méaximo en
pérdida de energia se correspondié con la ruptura irreversible del gel.}> Cuando se sigue
incrementando la amplitud de deformacion desde el punto de ruptura, G’ y G” disminuyen
fuertemente hasta cruzarse, lo que supone la destruccion total del gel y pasa a ser un fluido. Todos
los hidrogeles estudiados (HGNM y HGMs) mostraron el mismo patrén de variacién de los
modulos viscoelasticos con la amplitud de deformacion de cizalla. Las diferencias entre los

hidrogeles se encontraron al comparar los valores de G’ y G” que aumentaron con la
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concentracion de FeNPs de forma similar a como lo hizo el médulo de rigidez (G) tal como puede
observare en la Figura 22B. De los resultados obtenidos a este respecto, destaca el incremento en
el valor G’ de hasta 7 veces del gel HGM-0.9 respecto del gel HGNM.

4.5.3. Andlisis de la anisotropia mecanica de hidrogeles magnéticos.

Al observar que la disposicion de las estructuras en forma de columna que forman las FeNPs a
través de los geles estan en una direccion (la direccion del campo magnético) (Figura 14), se
pensd en la posibilidad de que esta anisotropia estructural pudiese afectar a las propiedades
mecanicas de los hidrogeles. Para dilucidar esta cuestion se hizo una adaptacién de la metodologia
(ver apartado 3.17 en Materiales y Métodos) tanto de las mediciones reoldgicas como de la
preparacion de los geles de forma que pudiesen medirse las propiedades mecéanicas de los
hidrogeles magnéticos con las nanoparticulas alineadas en el plano de medida, y comparar los
valores obtenidos para los hidrogeles magnéticos con las nanoparticulas alineadas
perpendicularmente al plano de medida (como se han realizado todas las medidas hasta este
punto). Como puede verse en la Tabla 4, el resultado fue que los médulos viscoelasticos de un
gel HGM-0.3 preparado con las nanoparticulas horizontales respecto al plano de medida (HGM-
0.3H) fueron inferiores a los obtenidos para HGM-0.3 con las nanoparticulas alineadas
verticalmente (HGM-0.3V), e incluso, inferiores a los obtenidos para el hidrogel HGNM. Este
resultado puso de manifiesto una clara anisotropia en las propiedades mecanicas de los hidrogeles

magnéticos con FeNPs alineadas en forma de columna por un campo magnético externo.

Tabla 4. Datos de G’ y G” para los hidrogeles HGM-0.3 preparados con campo magnético aplicado
horizontal (HGM-0.3H) o verticalmente (HGM-0.3V) respecto al plano de cizalla. Por comparacion se
incluyen también los valores de G’ y G’ obtenidos para el hidrogel HGNM:

HIDROGEL G’ (Pa) G” (Pa)

HGNM 2960 + 160 209+ 8
HGM-0.3H 1120+ 120 | 124+13
HGM-0.3V | 5900 +300 | 352+ 23
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5. Conclusiones.

1. Se han conseguido preparar hidrogeles supramoleculares magnéticos por la autoasociacion de
FmocFF en presencia de nanoparticulas de hierro recubiertas con PEG, tanto en ausencia como
en presencia de un campo magnético externo. Se ha demostrado que la presencia de las FeNPs no

afecta a la estructura secundaria resultante de la autoasociacién del péptido.

2. Un campo magnético externo aplicado durante el momento de la gelificacion provoca el
alineamiento de las nanoparticulas en la direccion de dicho campo, dando lugar a estructuras de
particulas en forma de columna. Estas estructuras permanecen estables en el interior del gel una
vez se retira el campo magnético externo gracias al entrelazamiento entre las fibras peptidicas y
las FeNPs.

3. Se ha podido observar que la inclusioén de FeNPs en los hidrogeles da lugar en un aumento en
la capacidad de difusion de moléculas pequefias a través de ellos.

4. La presencia de estructuras de nanoparticulas magnéticas en forma de columna entretejidas por
las fibras peptidicas del gel, provoca una mejora en las propiedades mecanicas del hidrogel

hibrido resultante respecto del hidrogel sin particulas o con particulas no alineadas.

5. Los hidrogeles magnéticos preparados en presencia de un campo magnético han demostrado

ser anisétropos en lo referente a sus propiedades mecanicas.

43






Capitulo 2:

Cristales de lisozima crecidos en
hidrogeles de FmocCF presentan
una mayor estabilidad frente al
dafo causado por radiacién de
rayos X






1. Introduccion.

1.1. Introduccioén a la cristalizacion de proteinas.

La primera cristalizacion de una proteina de la que existe evidencia data de 1840 en un articulo
publicado por Hiinefeld.'*® En este articulo, Hiinefeld describe la cristalizacion de la hemoglobina
de la lombriz de tierra, de cerdo y de humano. Las observaciones sobre estos cristales de
hemoglobina o “cristales de sangre” (como se les llamé entonces) hizo pensar que las proteinas
podian cristalizarse de manera similar a como se hace con las moléculas pequefias. Hasta 1951 se
publicaron varios trabajos sobre cristalizacion de hemoglobina, pero ninguno de los autores
propuso un método reproducible para conseguirlo. Fue entonces cuando Funke publicé una serie
de articulos enfocados en estrategias reproducibles para la cristalizacién de hemoglobina.041%
Aun habiendo pasado mas de un siglo desde el hallazgo del primer cristal de proteina, hoy en dia
no existe realmente una guia general para cristalizar proteinas y aunque es cierto que se han
realizado avances inmensos en este sentido, la cristalizacién de proteinas (y de macromoléculas
en general) sigue siendo una técnica empirica que requiere de paciencia, intuicién y perseverancia.
Es por ello por lo que la comunidad cientifica se refiere a la cristalizacion de proteinas como “un

arte” mas que como una ciencia.%®

El campo de la cristalizacién de proteinas es de crucial importancia para desvelar los secretos de
los sistemas bioldgicos a nivel molecular.’® La necesidad de conseguir obtener cristales de
proteina radica en el hecho de que la difraccion de rayos X y de neutrones de cristales individuales
son las Unicas técnicas con las que es posible obtener imagenes estructurales a nivel atémico de
macromoléculas. Si se comparan la relacion que existe entre el peso molecular y el nimero de
interacciones no covalentes entre cada molécula y sus vecinas dentro de un cristal, bien sea de
una molécula pequefia o de una proteina, encontramos que las proteinas presentan muchas menos
de esas interacciones que, por otro lado, son las responsables del mantenimiento de la estructura
del cristal. De este modo se pueden entender las diferencias entre un cristal de una molécula

pequefa y el de una proteina.107108

Las proteinas son elementos esenciales para la vida, y la quimica, dentro de los seres vivos, es
casi exclusivamente en fase acuosa y dentro de un rango estrecho de pH y temperatura. Los seres
vivos son muy sensibles a cambios bruscos (o incluso ligeros) de estos parametros y por tanto las
proteinas también. Esta es la razon por la que los cristales de proteina deben crecerse en
disoluciones acuosas en condiciones muy especificas de temperatura, pH y concentracion salina.
Pequefios cambios en estas condiciones, tienen una gran repercusion en el tipo de cristal que se

obtiene, en su calidad e incluso en la posibilidad de llegar a formarse.
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Otra caracteristica singular de las proteinas (y macromoléculas) es que forman cristales con
canales llenos del medio en el que crece el cristal (canales de disolvente). Estos canales tienen
diametros comprendidos entre 0.5y 10 nm, suponen de entre un 30 y un 65% del volumen del
cristal, y dotan a los cristales de una superficie interna que puede ser desde 800 hasta incluso 3000
m?2.g1,16109-111 | 3 existencia de los canales de disolvente es la causa principal de la limitada
resolucidn de los patrones de difraccion de los cristales de proteina. Esto es debido a que, al haber
un gran espacio entre proteinas adyacentes, y que las fuerzas intermoleculares que mantienen la
estructura son débiles, todas las moléculas del cristal podrian no estar en posiciones exactamente
equivalentes, empobreciendo asi los patrones de difraccion. Independientemente de los problemas
asociados a la existencia de los canales, estos pueden aportar grandes ventajas frente a los cristales
de moléculas pequefias debido a las posibilidades que ofrecen. Los grupos funcionales de las
cadenas laterales de los aminoacidos se encuentran alineados periddicamente en el interior de los
canales, lo que puede permitir la acumulacién de iones metalicos, complejos y/o moléculas en su

interior de forma regular y periddica en un ambiente inherentemente quiral.**?

1.2. Hidrogeles como medio para la cristalizacion de proteinas.

Una estrategia emergente en el campo de la cristalizacion de proteinas es el uso de hidrogeles
como medio de cristalizacion.''® Se ha demostrado que el uso de hidrogeles macromoleculares
convencionales (agarosa, poliacrilamida, silica o sephadex) tienen un impacto directo en la
formacion de los cristales y en su calidad.’** De hecho, dentro de hidrogeles se han obtenido
cristales de tamafios y calidades excepcionales si se comparan con los obtenidos por técnicas
tradicionales de cristalizacion. Este fendmeno puede explicarse atendiendo a las caracteristicas
fisicas particulares de los geles ya que son capaces de eliminar la sedimentacion y las corrientes
de conveccion, ademas de actuar como filtro de impurezas.*® Otra gran peculiaridad de los
hidrogeles es la influencia a nivel molecular que pueden ejercer sobre el cristal debido a que las
fibras interaccionan directamente con las moléculas de proteina.’'® Esta interaccién origina
cristales compuestos que albergan en su interior fibras poliméricas llegando a provocar
alteraciones significativas en las propiedades de los cristales. Por ejemplo, en 2002 se reporto la
obtencion de cristales de lisozima en hidrogeles de agarosa, que al disolverlos dejaban una
pelicula de fibras con la forma del cristal del que provenian. Cuando se tomaba una porcién de
gel que contenia cristales de lisozima y estos se disolvian, la estructura del gel permanecia intacta.
Estos resultados demostraron que los cristales crecian en presencia de las fibras del hidrogel de
agarosa ocluyéndolas en su interior sin alterar su estructura.''’” También se ha demostrado que la
oclusion de fibras de agarosa en los cristales de proteina es capaz de evitar la formacién de
cristales de hielo al sumergirlos en nitrégeno liquido actuando, por lo tanto, como crio-

protector.!'®11° | a agarosa también ejerce un efecto protector frente al deterioro de la estructura
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de los cristales de proteina provocado por el “shock osmético” que sufren al sumergirlos en
disolventes, lo que abre la posibilidad de sumergir los cristales en disoluciones de moléculas
organicas y estudiar las posibles interacciones proteina-ligando.'?° Otro caso interesante es el de
cristales de proteina crecidos en hidrogeles de silica y el gran efecto de la concentracién del
hidrogel en la morfologia de los cristales. Se han llegado a obtener cristales de lisozima y
taumatina con morfologias que iban desde la estructura tipica de estos cristales obtenidos por
otras vias, hasta cristales esféricos y elipsoidales a medida que se aumentaba la concentracion de
silica. En estos cristales también se demostré la incorporacion del gel en el interior de la estructura
y, ademas, en el caso de la lisozima, los cristales presentaban propiedades mecanicas muy
superiores facilitando considerablemente su manipulacion. También es de destacar que la
oclusion de silica en el interior de los cristales los convertia en mas higroscopicos, permitiendo
su difraccion en atmosfera normal sin el perjuicio de la deshidratacion de los cristales, ademas
de, al igual que ocurria con agarosa, la silica actuaba como crio-protector.’?122 Empleando
hidrogeles de polietilenglicol como medio para cristalizar lisozima también se ha demostrado la
incorporacioén de las fibras en los cristales, lo que provocé un efecto sobre la morfologia similar

a la de los hidrogeles de silica.'?®

1.2.1. Cristalizacion de proteinas en hidrogeles supramoleculares basados en
péptidos.

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado la presente tesis doctoral demostré que los
hidrogeles supramoleculares peptidicos son medios excelentes para la cristalizacién de proteinas.
En el primer trabajo publicado en este sentido®* se presentd la cristalizacién de lisozima, glucosa
isomerasa, taumatina y una formidasa proveniente de B. cereus (FASE), en dos hidrogeles
supramoleculares enantiomeros entre si (D y L) derivados de dimeros de cisteina (Figura 1). Se
demostré que los cristales obtenidos eran de una calidad excepcional y que los hidrogeles
supramoleculares son excelentes medios para la cristalizacion de proteinas. En este mismo trabajo
se pudo llevar a cabo por primera vez un estudio de la influencia de la quiralidad del hidrogel en
el proceso de cristalizacion, debido al empleo de geles enantioméricos. Dependiendo de la
quiralidad del gel se obtuvieron distintos polimorfos de un mismo cristal y también cristales de
distinta calidad. Se obtuvo un nuevo polimorfo de glucosa isomerasa y la formacion de cristales

de FASE exclusivamente en el hidrogel de la serie D.
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Figura 1. Izquierda: fotografia de cristales de lisozima crecidos en el hidrogel de la serie L. Derecha:

estructuras de los geladores L y D (estructuras 1 y 2 respectivamente).

En un trabajo posterior se hizo un estudio de la versatilidad de los hidrogeles supramoleculares
peptidicos en cristalizacion de proteinas extendiendo el trabajo a hidrogeles formados por Fmoc-
dipéptidos (Figura 2).1% Se demostré que la quiralidad de los hidrogeles y, sobre todo, su
composicién quimica, tienen una gran influencia en la cristalogénesis. También se pudo observar
que la naturaleza quimica de las fibras peptidicas tenia una gran influencia en el tiempo de
disolucion de los cristales resultantes. Como ejemplo se observéd que los cristales de lisozima
crecidos en un gel de Fmoc-dialanina (FmocAA) tardaron unos 140 minutos en disolverse frente

a los 5.5 minutos para los mismos cristales crecidos en agarosa.

Figura 2. Cristales de lisozima (A), glucosa isomerasa (B), taumatina (C y D), insulina (E) y FASE (F)

crecidos en los hidrogeles 4, 3, 2, 4, 2 y 1 respectivamente.

El efecto del aumento del tiempo de disolucion se estudié posteriormente con una proteina de alto
interés terapéutico como es la insulina. Se demostré que la cristalizacion de insulina en FmocAA
daba lugar a cristales con un tiempo de disolucion mayor. De este modo se consiguid obtener una
insulina de liberacion retardada Util para el tratamiento de la diabetes.?

Los resultados obtenidos en estos trabajos previos, pusieron de manifiesto las ventajas de los

hidrogeles supramoleculares basados en péptidos como medios para la cristalizacion de proteinas.
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La posibilidad de disenarlos “a la carta” permite tener una amplia variedad de opciones para

obtener cristales con distintas propiedades y aplicaciones.

1.3. Radiacion de sincrotréon y dafo por radiacion.

Debido a las caracteristicas singulares de los cristales de proteinas, es mas dificil obtener patrones
de difraccidn de calidad que de cristales de moléculas pequefias. No es comin que los equipos de
difraccion de laboratorio tengan la potencia suficiente para resolver la estructura de un cristal de
proteina. Suele ser necesario emplear radiacion de sincrotron. Brevemente, un sincrotron es un
acelerador de particulas en el que se pueden acelerar electrones a velocidades proximas a las de
la luz en drbitas circulares. Cuando eso se consigue, se obliga a los electrones a circular en una
Orbita eliptica para que emitan radiacion electromagnética de alta intensidad. Si se seleccionan
los fotones de rayos X y estos se hacen incidir sobre un cristal, se pueden obtener patrones de
difraccion de alta calidad con los que poder resolver las estructuras de las proteinas (y de las

macromoléculas en general).*?’

La cristalografia de proteinas con radiacion de sincrotrén, aun siendo la mejor forma de obtener
patrones de difraccion con los que resolver estructuras, tiene ciertas limitaciones relacionadas con
el dafo estructural que puede producir la irradiacion con rayos X de alta intensidad.? La calidad
y cantidad de datos de difraccion pueden estar comprometidos por este dafio por radiacion,*?° asi
como las conclusiones en los modelos macromoleculares resultantes.** El dafio por radiacion es
una consecuencia inherente de la interaccién de la materia con una radiacion ionizante. Se pueden
distinguir dos tipos de dafio por radiacion en funcién del lugar donde actle. De este modo se
conoce como dafio directo al que se da por ionizaciones producidas directamente en los atomos
de la proteina, y como dafio indirecto al dafio provocado por especies reactivas (05~, H,0,,

"OH, eg, , entre otros) generadas por la irradiacion de las moléculas de disolvente.'** Ambos
tipos de dafio por radiacion dan lugar a una reduccion del orden cristalino (dafio global) y a

modificaciones estructurales especificas (dafio local).1?8131.132

Los experimentos de difraccion se realizan normalmente a temperaturas bajas (100 K) con objeto
de disminuir la difusion de especies reactivas (a excepcion de los electrones) y asi minimizar los
efectos del dafio indirecto. Registrar los datos a 100 K puede suponer un incremento de hasta 70
veces en la dosis de tolerancia en comparacion con una irradiacion a temperatura ambiente.**® La
contrapartida de esta metodologia es la necesidad de congelar los cristales para soportar
temperaturas tan bajas lo que supone la busqueda del crioprotector adecuado. Ademas es posible

que existan discrepancias entre la estructura de una proteina a temperatura ambiente y a 100 K.134
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En este contexto, una estrategia Gtil para minimizar el dafio por radiacion en cristales de proteina
es el uso de moléculas capaces de “secuestrar” radicales libres (scavengers). Se ha demostrado
que el grupo tiol (-SH) es el mas efectivo para capturar hidroxilos y electrones solvatados.**® Por
lo tanto, si se obtienen cristales de proteina que contengan permanentemente grupos tiol en su
interior, estos podrian ser mas resistentes al dafio por radiacion. Sin embargo, el crecimiento de
cristales en presencia de scavengers es un reto debido a que son moléculas que pueden reaccionar
con la proteina alterando su estructura y dificultando su cristalizacién. Otro inconveniente de esta
estrategia es que los scavengers puedan generar otros radicales libres durante la irradiacion de
rayos X. En este sentido, el empleo de cisteina (aminoacido con un grupo tiol libre) como aditivo
en solucién en experimentos de difraccion de lisozima a temperatura ambiente, ha demostrado
que este aminoacido no solo no protege al cristal frente al dafio por radiacion, sino que tiene un

efecto contraproducente sensibilizando mas al cristal.%

2. Planteamiento y objetivos.

Teniendo en cuenta los precedentes expuestos, una estrategia interesante para obtener cristales de
proteina mas resistentes al dafio por radiacién podria ser el empleo de hidrogeles peptidicos con
aminoacidos reductores (cisteina, metionina o tirosina) como medio para el crecimiento de

cristales.

Por un lado, como se ha comentado en el apartado 1.2.1, los hidrogeles supramoleculares
peptidicos son medios excelentes para cristalizar proteinas obteniéndose cristales compuestos de
calidad y tamafio ideales para difraccion de rayos X. Sin embargo, en este caso, el empleo de
hidrogeles conteniendo cisteina podria suponer un inconveniente ya que el grupo tiol podria
reaccionar con la proteina modificando su estructura e impidiendo su cristalizacién. Sin embargo,
recientemente, Ulijn y colaboradores demostraron que en los hidrogeles de Fmoc-cisteina-
fenilalanina-metiléster (Fmoc-CysPhe-OMe) los grupos tiol se mantenian activos impidiendo su
autooxidacion por estar “bloqueados” en el interior de las fibras de gel.™®” De igual manera podria
esperarse que los aminoacidos reductores del gelador permanecerian fijos en las fibras del gel
minimizando el contacto con la proteina y, por tanto, posibilitando su cristalizacion. De cumplirse
estas expectativas, seria factible obtener cristales compuestos de proteina con fibras de un
hidrogel reductor, que podrian mitigar el dafio por radiacion evitando los efectos adversos del

empleo de scavengers en solucion.
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En relacion a las propuestas anteriores se plantearon los siguientes objetivos:

1. Disefiar, sintetizar y caracterizar hidrogeles supramoleculares basados en péptidos que

contengan aminoacidos reductores en su estructura.
2. Estudiar la posibilidad de cristalizar proteinas en los hidrogeles obtenidos en el Objetivo 1.

3. Estudiar el posible efecto protector frente al dafio por radiacién de los cristales de proteina

obtenidos en el Objetivo 2.

3. Materiales y métodos.

3.1. Reactivos, disolventes y equipos.

Los reactivos y disolventes empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y se utilizaron sin
purificacion previa. El origen de los reactivos mas relevantes se especificara a lo largo del texto

con el nombre de la casa comercial en cursiva.

Los equipos empleados se especificaran a lo largo del texto escribiendo el modelo en cursiva y la

marca entre paréntesis.

3.2. Sintesis y caracterizacion de geladores.

OH

oing;uw MM Qollom
B cE VIR s HR «

FmocCF FmocMF FmocY

Figura 1. Estructuras de los geladores utilizados en este capitulo. De izquierda a derecha: FmocCF,

FmocMF y FmocY.

3.2.1. Sintesis en fase sé6lida de FmocCF y FmocMF.

Mientras que el gelador FmocY (Fmoc-tirosina) fue adquirido de una casa comercial (Sigma

Aldrich), los geladores FmocCF (Fmoc-cisteina-fenilalanina) y FmocMF (Fmoc-metionina-
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fenilalanina) (estructuras en Figura 1) se sintetizaron mediante sintesis en fase solida (SPPS del
inglés Solid Phase Peptide Synthesis). A continuacién, se detalla el proceso seguido para la

sintesis (Esquema 1):

S :
oS- @ e Ot o @ e @
& &

Paso 3
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Esquema 1. Procedimiento de sintesis en fase sélida de FmocCF y FmocMF.

Paso 1 — Condiciones empleadas para el acoplamiento entre la resina Wang (resina p-alcoxibencil

alcohol) y Fmoc-L-fenilalanina:

En un matraz de fondo redondo se afiadi6 la resina seca para posteriormente crear atmosfera inerte
de argon dentro del matraz. Después se hinchd la resina afiadiendo 10 mL de diclorometano
(DCM) seco por gramo de resina. En un matraz aparte se pesaron 5 equivalentes (eq) de Fmoc-
fenilalanina (FmocF) [NOTA: para hacer los célculos de reactivos se empled “la carga” de la
resina (el nimero de moles de grupos funcionales por gramo de resina) o loading como cantidad
de referencia 0 1 eq] y 5 eq de hidroxibenzotriazol (HOBL), se generd atmosfera inerte dentro del
matraz y se afiadio la cantidad minima de dimetilformamida (DMF) anhidra para disolver
completamente los reactivos. Inmediatamente después se afiadieron 5 eq de N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC) y la mezcla se dejo agitando a temperatura ambiente durante 15
minutos. Con ayuda de una jeringa se traspaso la disolucion de FmocF junto con los reactivos de
acoplamiento al matraz con la resina. Al matraz de reaccién se le afiadieron 0.01 eq de

dimetilaminopiridina (DMAP) disuelta en una pequefa cantidad de DMF anhidra en atmdsfera
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inerte. La mezcla se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 17 horas para completar el
acoplamiento. Para evitar futuras reacciones con los posibles grupos hidroxilo libres de la resina,
estos se acetilaron afiadiendo 2 eq de anhidrido acético y 2 eq de piridina a la suspension. La
mezcla se agité durante 15 minutos antes de trasvasarla a una jeringa de sintesis en fase sélida
acoplada a un sistema de vacio para drenar el disolvente. La resina fue entonces lavada afiadiendo
DMF (x5), DCM (x5) y éter dietilico (x2). Cada lavado se hizo afiadiendo disolvente hasta

completar el volumen de la jeringa, agitando manualmente y drenando con vacio.

Paso 2 — Retirada del grupo Fmoc N-terminal:

A la resina funcionalizada dentro de la jeringa de SPPS, se le afiadié una disolucién de piperidina
al 20% (v/v) en DMF hasta completar el volumen de la jeringa. La mezcla se agitd durante 20
minutos con ayuda de un agitador rotatorio RS-RD 5 (Phoenix Instrument) para después eliminar
el disolvente a vacio. El proceso anterior se repitié dos veces. Para finalizar, la resina se lavd
afiadiendo DMF (x5), DCM (x5) y éter dietilico (x2).

Paso 3 — Acoplamiento del segundo aminoacido:

La resina, previamente funcionalizada con fenilalanina, se hinchd manteniéndola sumergida en
DMF especial para sintesis de péptidos (DMF-péptidos). Paralelamente, en un matraz de fondo
redondo se pesaron 3.5 eq del correspondiente aminoacido Fmoc-protegido (FmocC(Trt) o
FmocM, Esquema 1) y 5 eq de HOBt. A continuacion, se afiadieron 10 mL de DMF-péptidos por
gramo de resina y la mezcla se agit6 con agitacion magnética hasta completar la disolucion. Acto
seguido, se afiadieron 5 eq de DIC y la mezcla se agitd durante 15 minutos. Tras ese tiempo se
retird el exceso de disolvente de la resina y esta se afiadié al matraz de reaccion. Para completar
el acoplamiento, la mezcla se mantuvo en agitacion durante 2 horas a 60 °C. Después, la resina se
lavé afladiendo DMF (x5), DCM (x5) y éter dietilico (x2). Para comprobar la efectividad del

acoplamiento se realiz6 un test cualitativo de ninhidrina o “test de Kaiser”.1%®

Paso 4 — Liberacién del Fmoc-dipéptido y eliminacion de los grupos protectores de las cadenas

laterales (en su caso):

La resina completamente funcionalizada y seca se suspendi6 en 20 mL por gramo de resina en
una mezcla &cido trifluoroacético (TFA)/agua/l,2-etanoditiol/triisopropilsilano en una relacion
porcentual de volumen 92.5/2.5/2.5/2.5, y se agit6 en un agitador rotatorio durante 2 horas. La
disolucion acida obtenida se recogid en un matraz retirando la resina por filtracion a través de una

jeringa de SPPS. Para asegurar la recopilacion total del producto, la resina se lavd 3 veces
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cubriéndola con TFA. Las distintas fracciones acidas se reunieron y evaporaron a vacio hasta
sequedad. El s6lido obtenido fue suspendido en la minima cantidad de TFA y este se afiadié gota
a gota sobre una mezcla fria (4 °C) de hexano:dietil éter (2:1) en un tubo de centrifuga. De esta
manera se obtuvo una suspensién fina que se precipitdé mediante centrifugacion. Tras la
centrifugacioén se retiré el sobrenadante y se afiadié la mezcla fria hexano:dietil éter sobre el
precipitado. Se disgreg6 el precipitado con ayuda de ultrasonidos y se volvié a centrifugar para

después retirar el sobrenadante. Este Gltimo procedimiento se repitid otras 2 veces mas.

3.2.2. Caracterizacién de productos de sintesis.

Las moléculas sintetizadas fueron caracterizadas por resonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogeno (*H) y carbono (*3C) con un espectrémetro de 300 MHz (Variant) y uno de 500 MHz
(Bruker). Los desplazamientos quimicos (8), expresados en partes por millon (ppm), se
obtuvieron en relacion a los residuos protonados del disolvente que se usé como patron interno.

Las constantes de acoplamiento (J) se expresaron en Hz.

Los productos de sintesis también fueron caracterizados por espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS del inglés High Resolution Mass Spectrometry) empleando un espectrémetro
de masas Xevo G2-XS QTof (Waters).

Caracterizacion por RMN y HRMS de moléculas sintetizadas:

FmocCF: *H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 8.20 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.73 (dd, J =
7.6, 3.8 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.41 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 2H), 7.35 — 7.30 (m, 2H),
7.25-7.00 (m, 5H), 6.67 (d, J = 8.4, 1H), 4.5-4.35 (m, 1H), 4.34 — 4.19 (m, 2H), 4.13 (s, 1H), 4.03
(s, 1H), 3.06 (dd, J = 14.0, 5.1 Hz, 1H), 2.98 — 2.84 (m, 1H), 2.81-2.70 (m, 1H), 2.67 — 2.56 (m,
1H). *C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 173.16, 170.04, 155.87, 143.83, 143.73, 140.68, 137.31,
129.95, 129.11, 128.21, 128.12, 127.62, 127.07, 126.40, 125.30, 120.08, 65.76, 57.04, 53.50,
46.62, 36.53, 26.29. HRMS (ESI): m/z calculado para Cy;H26N20OsNaS [M+Na]*: 513.1460;
obtenido: 513.1458.

FmocMF: 'H RMN (300 MHz, CDCI3-d) § 7.76 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 6.9 Hz, 2H),
7.40 (t,J = 7.0 Hz, 2H), 7.34 — 7.28 (m, 2H), 7.23 — 7.10 (m, 5H), 4.87 — 4.67 (m, 4H), 4.45 —
4.29 (M, 2H), 4.24 — 4.15 (m, 1H), 3.25 — 3.13 (m, 1H), 3.11 - 2.95 (m, 1H), 2.51 (d, J = 19.9 Hz,
2H), 2.09 — 1.84 (m, 5H). *°C RMN (126 MHz, CDCI3-d) & 171.32, 156.29, 143.79, 141.46,
135.93, 129.48, 128.75, 127.95, 127.29, 127.26, 125.22, 125.17, 120.18, 67.35, 53.77, 53.57,
47.25, 37.57, 31.69, 30.03, 29.85, 15.24. HRMS (ESI): m/z calculado para CaeHsoN,OsNaS
[M+Na]*: 541.1773; obtenido: 541.1772.
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3.3. Preparacién de hidrogeles.

3.3.1. Preparacién de hidrogeles FmocCF y FmocY.

Los hidrogeles de FmocCF y FmocY se prepararon por la metodologia de cambio de disolvente
(ver Capitulo 1, apartado 1.2.1). Para ello, el gelador sdlido se disolvio en DMSO y se le afiadid
agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 100 pL. Tras la mezcla, se formo una disolucion
turbia que progresivamente se volvi6 transparente dando lugar a un hidrogel consistente en menos
de 30 minutos. La relacion de volimenes DMSO:agua dependié de la concentracién final del
hidrogel, siendo 5:95 para 0.2% (v/v), 10:90 para 0.5y 0.75% (v/v), y 15:85 para 1.0 y 2.0%
(v/v). Una vez se hubieron formado los hidrogeles, estos se dializaron frente a 1 mL de agua Milli-
Q afladido sobre la superficie de los hidrogeles. El agua se cambi6 una vez al dia durante una

semana.

La metodologia descrita es especifica para la preparacion de hidrogeles en tubos Eppendorf para

cristalizacion de proteinas (ver apartado 3.9) pero es extensible a otros recipientes y volumenes.

3.3.2. Preparacién de hidrogel FmocMF.

Para preparar los hidrogeles de FmocMF se emple6 una estrategia de gelificacion por cambio de
pH similar a la descrita en el Capitulo 1 para preparar los hidrogeles de FmocFF (ver Capitulo 1,
apartado 3.4). Brevemente, con ayuda de un bafio de ultrasonidos, se prepard una suspension fina
del gelador solido en agua Milli-Q a la concentracion final deseada (0.2, 0.5, 0.75 0 1.0% (p/v)).
A esta suspension se le afiadieron pequefias porciones de una disolucion de NaOH 0.5 M
sonicando tras cada adicion. La adicion de NaOH se detuvo en el momento en el que se obtuvo
una disolucion completa del gelador con pH ~ 9. A la disolucion basica obtenida se le afiadieron
2 equivalentes molares de D-(+)-glucono-1,5-lactona (GdL) para provocar la gelificacion. Los

hidrogeles completamente formados se obtuvieron tras 24 horas a temperatura ambiente.

3.3.3. Preparacién de hidrogeles de agarosa.

En primer lugar, se peso la cantidad necesaria de agarosa en un vial. A continuacion, se le afiadio
agua Milli-Q de modo que la concentracion final fuese de 0.5% (p/v). Acto seguido, la suspension
preparada se calentd con ayuda de un horno microondas hasta que la agarosa se disolvio
completamente. Una vez disuelta, la disolucion se dej6 enfriar a temperatura ambiente hasta estar
lo suficientemente fria como para manipularla, se tomaron porciones de 50 pL con una pipeta y
se vertieron en tubos Eppendorf. Los tubos Eppendorf se dejaron enfriar a temperatura ambiente

para completar la gelificacion en pocos minutos.
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3.4. Estudio de hidrogeles por CD.

Los espectros de CD de los hidrogeles se registraron en un espectrofotémetro de CD DSM172
(Qlis) equipado con una lampara de xendn de 150 W. Los hidrogeles se prepararon en el interior
de una cubeta de cuarzo de 0.1 mm de paso de luz 0.1 mm quartz Suprasil (Hellma) siguiendo el
mismo protocolo descrito en los apartados anteriores para la preparacion de los hidrogeles. Los
espectros se registraron en el intervalo de 200 a 300 nm tomando una medida cada 1 nm con 0.1
s de tiempo de integracion por medida. Las medidas se tomaron a 25 °C y el resultado se expresé

como el promedio de 20 acumulaciones.

3.5. Estudio de hidrogeles por FTIR.

Los hidrogeles empleados en este capitulo se caracterizaron por FTIR empleando un
espectrometro Two FTIR ATR (Perkin-Elmer). Para registrar los espectros correspondientes, se
tomaron pequefias porciones de los hidrogeles y se comprimieron sobre el cristal de diamante del
espectrémetro y se registraron espectros desde 450 a 4000 cm™.

3.6. Caracterizacidn de xerogeles mediante XRD en polvo.

Los patrones de XRD los xerogeles se obtuvieron con una radiacion Cuka (A = 1.5418 A) en un
difractometro D2-PHASER (Bruker) equipado con un detector LYNXEYE (Bruker). El rango de
20 registrado fue de 3° a 45° con intervalos de (20) 0.02°. Para la realizacion de las medidas, los
geles se depositaron sobre una superficie de vidrio y se dejaron secar a temperatura ambiente

(xerogeles).

3.7. Caracterizacién reoldgica de hidrogeles.

Para realizar una caracterizacion mecanica de los hidrogeles se usé un reémetro de esfuerzo
controlado Haake MARS 111 (Thermo Fisher Scientific).

En el caso del estudio reoldgico de los hidrogeles FmocCF se optd por la utilizacion de una
geometria plato-plato. Debido a problemas metodolégicos que se describirdn mas adelante en el
apartado 4.2.3, se hizo una adaptacion del plato inferior del reémetro uniéndole un cilindro
metalico de didmetro ligeramente superior a 10 mm. Los hidrogeles se generaron en el interior
del cilindro siguiendo la metodologia descrita anteriormente en 3.3.1, para luego ser comprimidos

ligeramente con un plato superior de 10 mm de didmetro.
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La geometria elegida para estudiar los hidrogeles de FmocMF, fue de dos platos paralelos de 35
mm de diametro. Con objeto de minimizar los errores experimentales y asegurar la
reproducibilidad de los geles estudiados, éstos se prepararon directamente en el interior de platos
inferiores de reémetro tallados con un orificio cilindrico de 35 mm de didmetro y 2 mm de
profundidad (ver Capitulo 1, apartado 3.17), en atmosfera saturada de agua y a temperatura
ambiente. Las medidas se realizaron tras 24 horas de gelificacién sin ninguna manipulacion

previa.

La caracterizacion de las propiedades reoldgicas se realizo en régimen oscilatorio aplicando dos
protocolos. En el primero de ellos se sometié a los hidrogeles a un barrido de amplitud de
deformacion de cizalla manteniendo la frecuencia constante a 1 Hz. Se fueron registrando las
medidas de esfuerzo de cizalla en funcion de la amplitud de deformacion aplicada yo. De estos
datos se obtuvieron los modulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) en funcion de vo. El
segundo protocolo se realizo de forma independiente al primero y consistid en aplicar una yo
constante mientras que se aplicaba un barrido de frecuencia. Se monitorizé el esfuerzo de cizalla
oscilatorio en funcién de la frecuencia de cuya representacion se obtuvieron las curvas de G’ y

G como funcién de la frecuencia de oscilacion.

Para cada tipo de hidrogel caracterizado, se midieron al menos tres muestras diferentes para
asegurar la significancia estadistica de los resultados. En las representaciones graficas de este

trabajo han representado los valores medios.

3.8. Imagenes TEM de xerogeles.

Se registraron imagenes de TEM de hidrogeles secos (xerogeles) empleando un microscopio
electronico de transmisién LIBRA 120 PLUS (Carl Zeiss). Las muestras de xerogeles se
prepararon poniendo una gota de una suspension acuosa de fibras de gel encima de una rejilla de
cobre de microscopia electronica donde se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30

minutos.

3.9. Cristalizacion de proteinas.

La lisozima de clara de huevo de gallina (HEWL del inglés Hen Egg-White Lysozyme) y la
taumatina de Thaumatococcus daniellii fueron adquiridas como polvo liofilizado de Sigma,
(L6876y T7638, respectivamente), y la glucosa isomerasa de S. rubiginosus se adquirié en forma
de cristales en suspension de Hampon Research (HR7-100). La lisozima se disolvio y dializé en

una disolucién de acetato sodico (AcONa) 50 mM a pH 4.5. Los cristales de glucosa isomerasa
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se disolvieron en agua y se dializaron repetidamente frente a un tampon Hepes 100 mM a pH 7.0.
La taumatina se disolvié en agua. En todos los casos, la concentracion de proteina se determind

espectrofotométricamente a 280 nm empleando un ¢ = 2.65 mL-mg™*-cm™,

Los experimentos de cristalizacion se realizaron en tubos Eppendorf, empleando la técnica de
contradifusion con configuracion de 2 capas (2L) utilizada en trabajos anteriores,'?*1% de 50 uL
cada una (50 pL de gel y 50 L de precipitante). Para llevar a cabo los experimentos, la disolucion
de proteina preparada anteriormente se depositd sobre los geles y se dejo difundir durante una
semana hasta alcanzar una concentracion final de proteina en el interior de cada gel de 80, 50 y
50 mg-mL* de lisozima, taumatina y glucosa isomerasa, respectivamente. Posteriormente, se
retird el sobrenadante y se afiadié una disolucion de agente precipitante para inducir la
cristalizacion. Para lisozima se empled una disolucion de NaCl al 6% (p/v) tamponada con
AcONa 50 mM a pH 4.5, para taumatina se utiliz6 tartrato de sodio y potasio al 45% (p/v) a pH
7.9, y para glucosa isomerasa se afiadié una disolucion con 10% de polietilenglicol (1000 g-mol-
1) y 0.2 M de cloruro de magnesio, tamponada con Hepes 0.1 M a pH 7.0. Tras 24 horas de
difusion del agente precipitante se empezaron a formar cristales. Mediante observacion con

microscopio Optico se monitorizo la evolucion de los cristales hasta que se detuvo el crecimiento.

3.10. Estudios de XRD con radiacion de sincrotrén.

Los estudios por difraccion de rayos X empleando radiacion de sincrotron como fuente de
radiacion se realizaron en la linea BL13-Xaloc del sincrotron ALBA (sincrotron de Espafia en
Barcelona), y en la linea 1D23-1 del sincrotron ESRF (Laboratorio Europeo de Radiacién

Sincrotrén ubicado en Grenoble, Francia).

3.10.1. Procesado de cristales y analisis de calidad.

Para recoger los cristales crecidos en hidrogeles (mirar apartado 3.9), en primer lugar, se saco el
gel de los tubos Eppendorf donde se llevo a cabo la cristalizacion y se transfirié a una placa Petri
de pléastico con disolucion de agente precipitante. Los cristales se extrajeron del gel con ayuda de
una pipeta con la punta cortada y se transfirieron a una gota limpia de disolucién de precipitante
con glicerol 20% (v/v) (crio-protector). A continuacion, se pescaron los cristales de la gota
empleando micro-lazos para minimizar el volumen de disolucidn arrastrada, para posteriormente
sumergirlos en nitrogeno liquido y se almacenarlos hasta la recoleccion de datos en sincrotrén.
Los datos adquiridos se indexaron e integraron con XDS™® y se redujeron y escalaron con

Aimless.140
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3.10.2. Recopilacién de datos a temperatura ambiente y estudio de dafio por
radiacion.
Todos los experimentos a temperatura ambiente y de estudio de dafio por radiacion se realizaron

en el sincrotron ALBA.

Para la recoleccion de datos de difraccion a temperatura ambiente, se seleccionaron cristales de
aproximadamente 300x300x300 um? y se introdujeron en un capilar de poliamida de 1.0 mm de
didmetro interno. Para evitar la deshidratacion, se dejé una gota de disolucién precipitante cerca
de los cristales. El capilar se sell6 con grasa de vacio en ambos extremos y se mont6 en un soporte
magnético tipo Spine compatible con el difractdmetro. Las muestras y el detector se mantuvieron
a una distancia fija de 240 mm y el flujo de fotones se mantuvo constante.

Tanto los cristales crecidos en agarosa (cristales control) como los crecidos en hidrogeles FmocCF
1.0 y 2.0% (p/v) se midieron en las mismas condiciones de irradiacion. Para cada cristal se
registraron 9 sets de datos consecutivos comenzando con el mismo angulo inicial en todos los
casos. Cada set de datos estuvo compuesto de 90 imagenes recogidas con un incremento de angulo
de 1° por imagen. Para los célculos se asumi6 que los cristales eran clbicos con una dimension

lateral de 300 pm.

4. Discusion y resultados.

4.1. Disefio y preparacion de hidrogeles.

Como ya se coment6 en la Introduccidn, la cristalizacion de proteinas en hidrogeles da lugar a
cristales compuestos con fibras de hidrogel ocluidas dentro de la estructura. También se ha visto
que las fibras de gel ocluidas pueden influir en las propiedades del cristal compuesto resultante.
En este sentido se planted la posibilidad de disefiar hidrogeles supramoleculares basados en
péptidos con capacidad reductora con el objetivo de que los cristales obtenidos en estos hidrogeles
fueran mas resistentes al dafio por difraccion de manera que pudieran ser difractados a

temperatura ambiente evitando el inconveniente proceso de congelacion.

El disefio experimental comenzé con la eleccion de los aminodcidos reductores con los que se

pudiesen sintetizar moléculas capaces de formar hidrogeles supramoleculares. Como punto de
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partida se eligid la cisteina (Cys o C) debido principalmente a su conocida capacidad reductora, '

con la que se sintetiz6 el péptido FmocCF (Figura 1).

Una vez sintetizada y caracterizada, la molécula FmocCF se someti6 a un estudio sistemético de
condiciones de gelificacion empezando con gelificacién por cambio de temperatura y siguiendo
con cambio de disolvente (ver Capitulo 1, apartado 1.2.1). Con la gelificacion por cambio de
temperatura no se obtuvieron geles homogéneos, pero si con la gelificacion por cambio de
disolvente, mas concretamente, empleando mezclas de dimetilsulfoxido (DMSO) y agua. En la
Figura 2A se puede observar el primer intento de gelificacion con DMSO con el que se consiguio
obtener un gel autoconsistente pero opaco. Tras un proceso de optimizacién de las condiciones
de gelificacién con mezclas DMSO-agua, se consiguieron obtener hidrogeles transparentes a
distintas concentraciones de FmocCF (Figura 2B) siendo estas: 0.2, 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0% (p/v)
(para més detalles sobre las proporciones de DMSO-agua consultar Materiales y Métodos
apartado 3.3.1).

Figura 2. Fotografias de hidrogeles FmocCF (A) del primer intento de gelificacion por cambio de

disolvente y (B) del hidrogel 0.2% (p/v) optimizado.

Debido al éxito en la preparacion de los hidrogeles FmocCF se decidié sintetizar la molécula
equivalente con metionina (Met o M), es decir, FmocMF (Figura 1). De este modo se podria hacer
una comparacion entre la potencial capacidad protectora de la cisteina frente a la metionina. La
sintesis de la molécula fue un éxito y aunque tras varios intentos de gelificacion por cambio de
disolvente no se consiguieron obtener hidrogeles homogéneos, transparentes y consistentes, si
que se consiguioé empleando la metodologia de cambio de pH utilizada anteriormente para obtener
hidrogeles de FmocFF (ver Capitulo 1, apartado 3.4). Empleando esta metodologia se
consiguieron obtener hidrogeles con distintas concentraciones FmocMF siendo estas: 0.2, 0.5,
0.75y 1.0% (p/v). Con el mismo objetivo se prepararon geles de FmocY (Fmoc-Tirosina, Figura

1) siguiendo un protocolo previamente descrito.>®
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Cristales de lisozima crecidos en hidrogeles de FmocCF presentan una
mayor estabilidad frente al dafio causado por radiacién de rayos X

4.2. Caracterizacion de hidrogeles.

4.2.1. Imagenes TEM.

Se tomaron imégenes TEM de las fibras de los hidrogeles FmocCF y FmocMF, ambos preparados
con una concentracion de 0.5% (p/v). En la Figura 3 se puede observar que ambos geles
presentaban fibras tipicas resultado de una autoasociacion supramolecular.®” Se pueden encontrar
diferencias entre los hidrogeles en cuanto al diametro minimo de las nanofibras, siendo este de

aproximadamente 20 nm en FmocCF, y en torno a 10 nm en FmocMF.

|

Figura 3. Micrografias TEM de xerogel de (A) FmocCF 0.5% (p/v) y (B) FmocMF 0.5% (p/v).

4.2.2. Caracterizacion de la estructura secundaria: CD, FTIR y XRD.

Con intencion de estudiar las caracteristicas de la estructura secundaria derivada de la
autoasociacion de FmocCF y FmocMF se registraron espectros de CD, de FTIR y de XRD en
polvo.

En los espectros de CD de los hidrogeles FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v) (Figura 4A) se pudieron
observar dos bandas positivas centradas aproximadamente en 225y 280 nm en FmocCF y en 216
y 263 nm en FmocMF. Estas bandas se relacionaron con las transiciones n-x” y n-n" del grupo
fluorenilo. Aunque el desplazamiento de estos picos no se ajustaba exactamente con la
conformacion tipica en lamina [ de esta clase de péptidos, se han encontrado resultados similares
en bibliografia.'5! Los espectros FTIR de ambos hidrogeles con una concentracion de 0.5% (p/v)
(Figura 4B) mostraron dos picos principales correspondientes con las bandas amida | (tension
C=0 a 1645 cm™*) y amida Il (flexién N-H a 1536 cm'®). De acuerdo con trabajos previos,>% la

presencia de estas dos bandas amida bien definidas sugiere una conformacion en lamina f.
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Figura 4. A) Espectro CD de los hidrogeles FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v). B) Espectro FTIR de
hidrogeles FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v). C) XRD de xerogeles FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v).

En los espectros de XRD en polvo de los xerogeles de FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v) (Figura
4C) se pudieron observar una serie de picos de difraccién encontrados también en otros Fmoc-
dipéptidos.>® En ambos espectros destaco una reflexion intensa a q ~ 1.5 A™ que se corresponde
aproximadamente con el espaciado entre dos péptidos dentro de una lamina B (d = 4.2 A). El resto

de los picos observados se pudieron correlacionar con reflexiones periddicas dentro de las fibras.

Tomando en conjunto los resultados expuestos en lo referente al estudio de la estructura
secundaria de la autoasociacion de FmocCF y FmocMF, se pudo concluir que ambos adquirian

una disposicion en conformacion de ldmina P para formar fibras.

4.2.3. Estudio reolégico.

La calidad de las medidas reoldgicas de geles depende directamente de la homogeneidad de las
muestras. En el caso de los hidrogeles supramoleculares preparados por cambio de disolvente
(como es el caso de los hidrogeles FmocCF), la homogeneidad del gel estd determinada
principalmente por la eficacia durante la mezcla de disolventes. Es necesario generar una mezcla
completa en el menor tiempo posible para asegurar que la concentracion de gelador sea isétropa
en todo el volumen del gel. Para asegurar que la mezcla de disolventes fuese lo mas homogénea
posible, se optd por disminuir el volumen del hidrogel generandolo en un recipiente de
aproximadamente 10 mm de didmetro y 2 mm de profundidad. Dicho recipiente se construyd
directamente sobre el plato base del redmetro para evitar una manipulacion excesiva del hidrogel,
(Figura 5), al igual que se hizo en la caracterizacion reoldgica del Capitulo 1 (Capitulo 1,
apartados 3.16 y 3.17). Tomando estas medidas, los hidrogeles preparados eran visiblemente
homogéneos y las medidas reoldgicas resultaron ser altamente reproducibles como puede

observarse en el ejemplo destacado en la Figura 5.
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Figura 5. Izquierda: fotografia de plato inferior de redmetro adaptado con un cilindro metélico de didmetro

ligeramente superior a 10 mm. Derecha: representacion de la variacion de G’ y G” con el tiempo de

gelificacion de 3 hidrogeles FmocCF 0.75% (p/v).

Los hidrogeles de FmocMF se prepararon sin mayor contratiempo en los platos de reémetro

tallados empleados en el Capitulo 1, apartado 3.17.

Una vez optimizada la metodologia de reologia se procedié al analisis de las propiedades
viscoelasticas de los hidrogeles en régimen oscilatorio de amplitud de deformacién de cizalla.
Mediante ensayos de frecuencia de deformacion constante (1 Hz) con incremento de la amplitud
de deformacion (Figura 6), se identificd que la zona viscoelastica lineal o ZVL (el rango de
deformacion en el que los valores de los modulos viscoelasticos G’ y G” se mantenian constantes)
para todos los casos, se encontraba con amplitudes de deformacion inferiores al 1%. Dentro de la
ZVL, las muestras presentaban valores de G’ considerablemente superiores a los de G”, lo que se
corresponde con un comportamiento predominantemente elastico. La magnitud de los valores de
G’ para los hidrogeles FmocCF y FmocMF 0.5% (p/v) fueron de 3360 y 2500 Pa respectivamente,
lo que indica que estos geles eran extremadamente débiles.’*? Por otro lado, a medida que se
incrementaba la concentracion de FmocCF, los valores de G’ aumentaron hasta alcanzar un valor
de 93000 Pa en el gel FmocCF a 2.0% (p/v). Al aumentar la concentracién de FmocMF hasta
1.0% (p/v) se alcanzaron valores de G’ de superiores reflejando un aumento de la resistencia del

hidrogel con respecto a la concentracion de gelador.
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Figura 6. Representacion de modulos viscoelasticos (G* y G”) obtenidos para los hidrogeles de FmocCF
versus (A) amplitud de deformacién a frecuencia constante de 1 Hz y (B) frecuencia de deformacion a
amplitud de deformacion constante (1%).

También en régimen oscilatorio, se realizaron ensayos a amplitudes de deformacion constantes e
incrementando la frecuencia de deformacién, con los que se pudo comprobar que los valores de

G’ y G” eran independientes de la frecuencia (Figura 6B).

4.3. Cristalizacién de proteinas.

Una vez se hubieron sintetizado y caracterizado los hidrogeles descritos en los apartados
anteriores, se procedid a estudiar la posibilidad de emplearlos como medio para cristalizar
proteinas. Se emplearon las proteinas lisozima, glucosa isomerasa y taumatina que previamente
ya habian sido cristalizadas en otros hidrogeles supramoleculares peptidicos.?4% A modo de
referencia para estudios posteriores de dafio por radiacion (ver apartado 4.4), se obtuvieron

cristales de lisozima en hidrogeles de agarosa.

Para llevar a cabo la cristalizacion de proteinas en el interior de los geles, se empled la técnica de
contradifusion en dos capas (2L) descrita en los trabajos anteriores. Brevemente, esta técnica
consiste en poner en contacto una disolucion de proteina, 0 como en este caso, un gel que contenga
la proteina, con una disolucion del agente precipitante que provoque su precipitacion/cristali-
zacion. El contacto entre las dos capas (disolucion de proteina y disolucién de precipitante) se
hace a través de una interfase que impide el contacto entre moléculas de proteina y precipitante
por conveccion, y solamente puede darse por difusion. Si se emplea un gel que contenga la
disolucidn de proteina, la superficie del gel actuaria como interfase. Después del primer contacto

entre capas se produce una difusion rapida del agente precipitante hacia las moléculas de proteina,
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Cristales de lisozima crecidos en hidrogeles de FmocCF presentan una
mayor estabilidad frente al dafio causado por radiacién de rayos X

lo que provoca una gran sobresaturacion que se traduce en la formacion de un sélido amorfo o un
precipitado microcristalino en la interfase. En las proximidades del precipitado disminuye la
concentracién de proteina, pero las moléculas de precipitante difunden mas alla del precipitado
creando un gradiente de sobresaturacién que permite a las proteinas formar ndcleos de
cristalizacion en lugares de valores bajos de sobresaturacion. Como resultado de este gradiente se
forman menos cristales, mas grandes y de mayor calidad tanto mas lejos de la interfase.'*® En la
Figura 7A se puede ver claramente el patrén de contradifusion ya que los cristales son mas grandes

cuanto mas abajo se observe el gel (mas lejos de la interfase).

Siguiendo el procedimiento descrito se obtuvieron cristales de las tres proteinas en todos los geles
y concentraciones estudiadas. Los cristales obtenidos en todos los casos fueron de gran calidad
tal como se puede comprobar en los ejemplos mostrados en la Figura 7B-D. Los cristales
obtenidos en los hidrogeles de FmocCF fueron de la misma calidad independientemente de la
concentracion de gelador a pesar del elevado nimero de grupos tiol en las fibras de gel.

Figura 7. (A) Fotografia de tubo Eppendorf con cristales de lisozima crecidos en hidrogel
FmocCF 0.5% (p/v) donde se distingue un patron tipico de contradifusion. Fotografias de cristales
de (A) lisozima, (B) glucosa isomerasa y (C) taumatina, crecidos en hidrogeles FmocCF.
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44. Estudio del efecto protector de FmocCF frente al dafio por
radiacion.

Habiendo demostrado que era posible obtener cristales de proteina de calidad y tamafios
adecuados para ser difractados por rayos X en los hidrogeles supramoleculares estudiados, se
procedi6 a evaluar la capacidad que tenian estos geles de mitigar el dafio por radiacion. Para ello
se seleccionaron cristales de lisozima crecidos en el gel de FmocCF a las concentraciones mas
altas: 1.0 y 2.0% (p/v) (Figura 8). Como control negativo se utilizaron los cristales crecidos en

hidrogeles de agarosa.

Figura 8. Cristales de lisozima crecidos en hidrogeles de FmocCF (de izquierda a derecha) 0.2,
0.5,0.75, 1.0 y 2.0% (p/v).

El dafio por radiacion es el dafio que se produce por efecto de la alta intensidad de los rayos X en
los estudios de difraccion con radiacion de sincrotron. Esta radiacion es capaz de provocar el
deterioro propio de la estructura de la proteina (dafio por radiacion directo) o también pueden
provocar la formacion de radicales libres principalmente del medio (H-O) que rodea o que forma
parte del cristal de proteina (dafio por radiacion indirecto). Se esperaba que los cristales de
lisozima compuestos al contener FmocCF fueran capaces de mitigar el dafio por radiacion
indirecto al actuar los grupos tiol de la cisteina como agentes neutralizantes de los radicales

generados en el medio.

Los experimentos encaminados a evaluar el poder protector de los hidrogeles FmocCF de mayor
concentracion (1.0 y 2.0% (p/v)) asi como de agarosa como control, consistieron en analizar la
intensidad global de radiacion difractada en sincrotron, medidos en nueve ciclos de irradiacion
consecutivos (nombrados como D1 a D9) y a temperatura ambiente. Los efectos de la radiacion
se monitorizaron a escala global y especifica. Para estimar el dafio global en cada ciclo de
irradiacion (lon/lp1) se monitorizo el decaimiento de la intensidad de difraccion total para cada

ciclo (Ion) en comparacion con la intensidad recogida en el primer set de datos (Ip1).
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Figura 9. Dafio global y especifico en cristales de lisozima en presencia de hidrogeles de agarosa y
FmocCF. A) Ipn/Ipi como una funcién de dosis absorbida para cada set de datos. B) Valores de RMS en

funcion de los mapas de Fourier D,-Ds.

Los cristales crecidos en hidrogeles FmocCF a 1.0 y 2.0% (p/v) no mostraron sefiales de
proteccién frente al dafio global si se comparan con los cristales crecidos en agarosa (Figura 9A).
Este resultado esta en consonancia con los obtenidos probando varios aditivos en disolucion.®
Pese a este resultado, si que se observd una mejora marginal en la calidad de los parametros
cristalograficos Rmeans (COeficiente de correlacion de reflexiones relacionadas) y <l/a> (relacion
sefial/ruido) en el caso de cristales crecidos en FmocCF 2.0% (p/v) (Tabla 1). Estos resultados

sugieren que FmocCF estaba ayudando a preservar la integridad de las moléculas de proteina.

Tabla 1. Valores de Rmeans Y <I/5> obtenidos en los ciclos de irradiacién D1y D9 de los cristales de lisozima

crecidos en los geles de agarosa (control) y FmocCF 2.0% (p/v).

GEL Agarosa
REPLICA 1 2 3
CICLO D1 D9 D1 D9 D1 D9

Ruears (%0)* | 5.2(7.9) | 5.1(32.0) | 5.1(8.2) | 4.2(39.8) | 4.7(8.1) | 3.8(38.1)
<l/c>* | 32.1(215) | 24.0(5.9) | 33.4(21.0) | 26.5(5.2) | 35.5(22.9) | 31.4(6.1)

GEL FmocCF 2.0% (p/v)
REPLICA 1 2 3
CICLO D1 D9 D1 D9 D1 D9

Rmeans (%0)* |  4.3(7.3) 3.7(19.3) 4.0(7.8) 3.9(25.1) 4.3(8.4) 4.2(32.2)
<l/o>* 39.0(23.4) | 35.8(9.7) | 40.1(21.5) | 30.7(7.3) | 38.5(21.7) | 28.7(6.1)
* Los valores entre paréntesis se corresponden con los de la capa de alta resolucion.

Con intencién de estudiar una posible proteccion local se analizo la estructura de la proteina a
nivel molecular mapeando todos los grupos sensibles de la lisozima al dafio por radiacion
(metioninas y enlaces disulfuro).*®® El dafio por radiacion local se monitorizé inspeccionando los

mapas de densidad electronica (o0 mapas de Fourier) de los conjuntos de datos D, y D; calculados
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como Dy-D;. El valor de la media cuadratica (RMS del inglés Root Mean Square) para la
diferencia de densidad electronica promedio en D,-D; constituye un indicador de la alteracion
inducida por dafio por radiacion entre el “cristal fresco” (D1) y los sets de dafio incremental (Dn).
Con los datos obtenidos quedaba bastante claro que la presencia de FmocCF 2.0% (p/v) en el
interior de los cristales de lisozima retrasaba (en lo que a ciclos de irradiacion se refiere) el dafio,
como se puede observar en el pequefio incremento de RMS en funcién de D,-D1 (Figura 9B).
Cuando se compara con la referencia en agarosa, la relacién de RMS entre FmocCF y agarosa

alcanza su valor maximo en Dg-Ds siendo igual a 0.709.

El dafio local (y la proteccién frente al mismo) se puede observar mejor en los grupos mas
sensibles (metioninas y disulfuros). Se calcularon y representaron los mapas de Dg-D;
contorneados con un nivel de contorno en relacion a ¢ de 0.15 ¢/A® sobre todos los enlaces
sensibles. En estas representaciones se puede observar una proteccion especifica considerable
sobre los cristales de lisozima crecidos en presencia de FmocCF 2.0% (p/v) (Figura 10).

Analizando uno por uno los grupos funcionales objetivo, se detectd la proteccion especifica de
los enlaces disulfuro Cys64-Cys80 y Cys76-Cys94, asi como en las metioninas Met12 y Met105
solamente en los cristales crecidos en FmocCF. En los cristales crecidos en agarosa, 10s mismos
grupos funcionales protegidos con FmocCF tenian los enlaces S-S y S-C rotos en algin grado
debido al efecto de la radiacion. Este dafio fue despreciable en el caso del enlace Cys6-Cys126 y

no detectable (con un nivel de contorno en relacion a ¢ de 0.15 e/A%) en el enlace Cys30-Cys115.

Cys6-Cys127 Cys30-Cys115
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Figura 10. A) Representacion en cintas de la estructura de la lisozima resaltando los grupos més sensibles

X

al dafio por radiacién. Los mapas de Fourier Dg-D; para agarosa y FmocCF se muestran en rojo y azul

respectivamente. B) Detalle de los cuatro enlaces disulfuro y las dos metioninas analizadas en este estudio.
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5. Conclusiones.

1. Se han conseguido preparar nuevos hidrogeles a partir de los péptidos FmocCF y FmocMF.

2. Se ha demostrado que los hidrogeles de FmocCF, FmocMF y FmocY son unos medios
excelentes para la cristalizacién de proteinas. Los resultados obtenidos en el gel de FmocCF son
remarcables teniendo en cuenta que los grupos tiol de la cisteina son capaces de reaccionar con

las proteinas.

3. Se ha demostrado que la inclusion de fibras de FmocCF en cristales de lisozima tiene un efecto
protector local de la estructura tridimensional de las proteinas frente al dafio por radiacion. Este
efecto protector no ha sido observado en cristales crecidos en agarosa ni afiadiendo cisteina como

aditivo en solucion.
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Capitulo 3:

Obtencién de cristales de
lisozima reforzados con
nanotubos de carbono
cataliticos y conductores de la
electricidad






1. Introduccion.

1.1. Introducciéon a los materiales hibridos y compuestos con

nanotubos de carbono.

Los nanotubos de carbono (CNTSs) son al6tropos del carbono (como el grafito, el diamante o los
fullerenos). Se pueden definir como una capa grafénica enrollada de &tomos de carbono sp?, donde
cada 4tomo se uno a otros tres atomos adyacentes formando una malla enrollada de hexagonos.
Se clasifican en dos grandes grupos. Por un lado, estan los nanotubos de carbono de pared simple
0 SWCNTs (del inglés Single Walled Carbon NanoTubes), constituidos por una sola capa
grafénica enrollada, y por el otro estarian los nanotubos de carbono de pared multiple o MWCNTSs
(del inglés Multi Walled Carbon NanoTubes) compuestos por dos (DWCNTSs) o mas capas
grafénicas enrolladas de forma concéntrica. Los atomos de carbono pueden adquirir dos tipos de
disposiciones relativas limite llamadas armchair y zigzag. También pueden estar ordenados en
las posibles estructuras intermedias entre las dos disposiciones limite. A estas Ultimas se las
agrupa como quirales, ya que a diferencia de armchair y zigzag, los nanotubos quirales no son
superponibles a su imagen especular (Figura 1).144
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Figura 1. llustraciones esquematicas de la estructura de SWCNTSs (A) armchair, (B) zigzag, y (C) quiral.
Arriba proyecciones normales del eje de los tubos y abajo vista a través de los tubos [imagen tomada de

referencia 145 con permiso de la editorial].

Los CNTs y el grafeno presentan grandes similitudes en lo referente a su estructura electronica,

pero su comportamiento eléctrico es distinto. Mientras que el grafeno es conductor metalico, los
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SWCNTSs puede ser conductores o semiconductores en funcion de la disposicion que adquieran
los atomos de carbono en la capa grafénica cuando esta se “enrolla” para formar un cilindro.
Todos los armchair son altamente conductores de la electricidad, mientras que las otras
configuraciones (zigzag y quiral) tienen un comportamiento semiconductor con barreras
energéticas que dependen de la disposicion relativa de los atomos y del diametro del nanotubo.
Los MWCNTSs suelen ser conductores metalicos capaces de conducir corrientes superiores a 10°
A.cm?2 En lo que respecta a su conductividad térmica, los SWCNTs considerados
individualmente pueden llegar a conducir 3500 W-m™-K* a temperatura ambiente,*® siendo por
lo tanto muy superior a la conductividad térmica del diamante (2000 W-m?.K1). Otra
caracteristica destacable de estos nanomateriales es que suelen ser excepcionalmente fuertes,
entendiéndose por fuertes a que presentan médulos elésticos elevados y una gran resistencia a la
traccion. Considerando la seccion transversal de un solo MWCNT se han llegado a medir médulos
elasticos de hasta 1 TPa y una resistencia a la traccion de 100 GPa.'*” Esta “fuerza” es mas de 10
veces superior a la de que cualquier fibra empleada en la industria. Otras propiedades que hacen
singulares a los CNTs son su naturaleza hueca que deriva en una baja densidad, su excelente

estabilidad quimica y electroquimica, y su elevada area especifica. 4814

Como se comento en la Introduccion del Capitulo 1, los materiales hibridos y compuestos han
atraido la atencion de los investigadores en diversos ambitos. Gracias a la combinacion de
materiales se han conseguido solucionar problemas tecnol6gicos y cientificos, ademas de haberse
encontrado propiedades que no podrian haberse encontrado de otro modo. La combinacion de
CNTs con otros materiales es una estrategia con la que se han conseguido obtener una cantidad
excepcional de materiales hibridos/compuestos con un nimero de propiedades y aplicaciones
igual de extenso. Este interés especial se debe a las caracteristicas singulares de los nanotubos de

carbono en lo referente principalmente a sus propiedades eléctricas y mecanicas.*

La combinacién de nanotubos de carbono con otros materiales ha servido para mejorar las
prestaciones de multitud de materiales en aplicaciones industriales. Asi, por ejemplo, la capacidad
de los CNTs para conducir la electricidad se ha empleado para disefiar materiales compuestos
polimero-CNTs con los que se han fabricado pinturas capaces de disipar la electricidad estatica,
muy Utiles en la industria del automdvil para proteger conductos y filtros de combustible.
Combinando MWCNTSs desordenados con polimeros se han llegado a conseguir materiales
plasticos con conductividad eléctrica que pueden alcanzar los 10000 S-m con tan solo un 10%
en peso de nanotubos.'® Los materiales compuestos con CNTs también se han empleado para
proteger dispositivos electrdnicos a modo de escudo para interferencias electromagnéticas. Las
propiedades mecanicas singulares de los CNTs han servido para dotar de mayor resistencia y

tenacidad a materiales poliméricos,*®? consiguiéndose, por ejemplo, incrementar la tenacidad a la
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fractura en un 23% afiadiendo tan solo un 1% de MWCNTSs.2*3 Con CNTs se pueden fabricar hilos
que al anudarse no pierden resistencia,®* y que pueden ser empleados al combinarlos con otros
materiales, para fabricar hilos aptos para tejer y construir cables superconductores, electrodos de

baterias, tejidos auto-limpiables, etc.'>®

1.2. Hidrogeles con nanotubos de carbono.

La estructura macroporosa de los hidrogeles les permite o posibilita albergar nanomateriales en
su interior que modifiquen de alguna forma sus propiedades o les doten de propiedades nuevas
(Introduccion Capitulo 1). Un ejemplo significativo y de gran interés para la comunidad cientifica,
ha sido la combinacién de nanotubos de carbono con hidrogeles (tradicionalmente poliméricos),
debido a las ya mencionadas caracteristicas singulares de los CNTSs.

El principal reto al que se enfrentan los investigadores a la hora de disefiar un hidrogel que
contenga un nanomaterial, es conseguir la dispersion homogénea de dicho nanomaterial en el
agua y su incorporacion en la estructura tridimensional. En el caso de los CNTs esta tarea resulta
especialmente compleja debido a su notable hidrofobicidad. Considerando los hidrogeles
poliméricos con nanotubos de carbono, se han descrito varias alternativas para conseguir la
dispersion e incorporacién homogénea dentro de la matriz polimérica del gel.*® Se pueden
distinguir dos estrategias para formar hidrogeles con CNTs en funcién del tipo de
funcionalizacién que se haga de los nanotubos: funcionalizacién no covalente y funcionalizacion

covalente.1%6

La funcionalizacién no covalente se basa principalmente en la posibilidad de provocar
interacciones m-n entre la superficie de los nanotubos y otras especies quimicas con electrones .
Esta aproximacion tiene como caracteristica principal la no alteracion de las propiedades de los
nanotubos y como consecuencia, las propiedades del material resultante estaran determinadas por
las de los nanotubos en su estado original. Esta aproximacion ha servido, por ejemplo, para
obtener hidrogeles hibridos mediante fotopolimerizacion inducida por luz de hidrogeles de
metacrilato (GelMA) en presencia de CNTs. Los geles hibridos obtenidos eran capaces de
estimular el crecimiento y maduracion de células musculares. La hibridacion con CNTs les dotaba
de mejores propiedades mecanicas y eléctricas, lo que ha permitido la fabricacion de parches
cardiacos.™” Empleando hidrogeles compuestos por poli-(N-isopropilacrilamida) (pNIPAM) con
SWCNTs embebidos se han fabricado materiales con capacidad de modificar su estructura
mediante un estimulo Optico y térmico. De esta manera se han podido construir dispositivos
capaces de plegarse o desplegarse mediante un cambio de temperatura o por irradiacién de luz

infraroja.®®
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En la aproximacion covalente se provocan modificaciones quimicas y estructurales en la
superficie de los CNTs. La naturaleza curvada de la superficie de los nanotubos genera una
tension en los carbonos sp? que hace que su rehibridacion a sp® tenga una energia relativamente
baja (en comparacion con una capa grafénica plana) y, por lo tanto, la superficie de los CNTs es
susceptible de sufrir reacciones quimicas. Empleando esta clase de funcionalizacion se provoca
una alteracion en la nube 7 de electrones afectando a las propiedades conductoras del nanotubo
pero, por otro lado, la hidrofobicidad de los nanotubos puede disminuir al modificarlos
quimicamente haciendo que su dispersion e integracion en hidrogeles sea mas sencilla.'>°% Un
ejemplo significativo de funcionalizacién covalente es la oxidacion de la superficie de los
nanotubos con grupos oxigenados (COOH) mediante el tratamiento de los nanotubos en
condiciones altamente oxidantes. Los nanotubos oxidados (CNTs-COOH) tienen una interaccion
mas favorable con el agua y con las fibras poliméricas a través de enlaces de hidrdgeno.*®* Por
esta via, por ejemplo, se han conseguido formar hidrogeles hibridos basados en hemicelulosa®®?
o polivinilalcohol (PVA)!* con CNTs-COOH. Estos materiales presentaban propiedades
mecanicas mejoradas ademas de una mayor capacidad para absorber agua.'6®

1.2.1. Hidrogeles supramoleculares con nanotubos de carbono.

Los hidrogeles supramoleculares no han sido tan ampliamente estudiados como los poliméricos
en lo referente a su hibridacion con nanotubos de carbono, sin embargo, en la literatura se pueden

encontrar algunos ejemplos interesantes como los que se comentan a continuacion:

En 2005, S. I. Stupp y colaboradores comunicaron la utilizacién de péptidos anfifilicos (Figura 2,
1) capaces de dispersar MWCNTSs en agua mediante funcionalizacion no covalente. Estos
péptidos podian autoasociarse formando hidrogeles auto-consistentes conteniendo MWCNTSs. 164
En un trabajo muy interesante, Z. Tan y colaboradores demostraron la capacidad de
autoasociacion de sales biliares aniénicas (Figura 2, 2) cuando entraban en contacto con
SWCNTSs, originando hidrogeles. Los hidrogeles obtenidos presentaban propiedades mecéanicas
excelentes ademas de conductividad eléctrica. Resulta interesante que, de no ser por su interaccion
no covalente con los SWCNTSs, las sales biliares no eran capaces de formar hidrogeles por si
mismas.'®® En 2013, K. Das y colaboradores publicaron la sintesis de una serie de péptidos
anfifilicos (ejemplo en Figura 2, 3) capaces de dispersar en agua SWCNTSs inalterados en
concentraciones relativamente elevadas (entre 2.0 y 3.5% (p/v)). Tras inducir la gelificacion de
las suspensiones obtuvieron hidrogeles con SWCNTSs que llegaron a ser hasta 85 veces méas

resistentes que los correspondientes hidrogeles sin nanotubos. %
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Los hidrogeles supramoleculares peptidicos Fmoc derivados (Capitulo 1, apartado 1.3) también
se han empleado para la obtencion de hibridos péptido-nanotubo. En un trabajo realizado por R.
Ulijn y colaboradores estudiaron la capacidad de varios Fmoc derivados de actuar como
surfactantes de SWCNTs y MWCNTSs inalterados. Demostraron que estos Fmoc-derivados eran
unos buenos surfactantes capaces de formar suspensiones homogéneas de CNTs en agua. En
particular, el derivado Fmoc-triptéfano (FmocW) (Figura 2, 4) era especialmente buen
surfactante.®” Posteriormente, A. Banerjee y colaboradores demostraron la capacidad del péptido
Fmoc-fenilalanina (FmocF) (Figura 2, 5) de generar una dispersion homogénea de SWCNTSs
funcionalizados con grupos carboxilo (SWCNTs-COOH) en agua.® La incorporacion de estos
SWCNTs-COOH en los hidrogeles de FmocF aumentd la estabilidad térmica en funcion de la
concentracion de nanotubos, los convirtié en materiales mas elasticos y en conductores de la
electricidad. Recientemente S. Marchesan y colaboradores han empleado el tripéptido leucina-D-
fenilalanina-D-fenilalanina (Figura 2, 6) como agente para dispersar en agua nanomateriales de
carbon oxidados incluyendo SWCNTs-COOH. Han demostrado que estos hidrogeles hibridos
tienen la capacidad de auto recomponerse. 1%

NH

NH»
2
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H
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h( :
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Figura 2. Estructuras de hidrogeladores supramoleculares empleados para formar hidrogeles hibridos con

nanotubos de carbono.
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1.3. Cristales de proteina hibridos.

De entre las diferentes moléculas organicas empleadas para la produccion de materiales hibridos
(bio)orgénico-inorganico, las proteinas parecen ser particularmente interesantes debido a su
capacidad catalitica y su habilidad para asociarse originando nanoestructuras funcionales.%170
La posibilidad de formar agregados proteicos porosos (cajas) y/o cristales, hace posible el disefio
de estructuras supramoleculares bien ordenadas capaces de encapsular distintos sustratos.t’*17
Una de las proteinas de mayor interés es la lisozima debido a su gran estabilidad y a la relativa
facilidad para cristalizarla.t™ Empleando lisozima en disolucién, se han conseguido preparar
materiales hibridos funcionales a través de la sintesis in situ de nanoclusters metalicos (pequefias
agrupaciones de atomos metélicos) y quantum dots semicondutores.!” La lisozima se ha
empleado como agente reductor y estabilizante de iones de oro (Au) en forma de acido cloroaurico
(HAUCI,) obteniéndose nanoclusters fluorescentes de Au de varios tamafios.'”® El sistema hibrido
lisozima-Au(nanocluster) se ha empleado como sensor de iones de mercurio (Hg?*),'"® iones
cianuro (CN"),}” o como agente de reconocimiento y marcaje de bacterias patégenas, con la
capacidad de inhibir la proliferacion de bacterias resistentes a antibi6ticos.*”® La reduccion de
nitrato de plata (AgNOs) con borohidruro sédico (NaBH4) en presencia de lisozima ha permitido
la obtencion de nanoclusters de plata (Ag) fluorescentes, estabilizados por las cisteinas libres de
la lisozima, resultantes de la ruptura de enlaces disulfuro durante la reduccién en medio basico.!™
Al igual gue en el caso del oro, los hibridos lisozima-Ag(nanocluster) pueden actuar también
como sensores de iones Hg?*.1”® Otros ejemplos de la capacidad de la lisozima para estabilizar
nanoclusters son los obtenidos con cobre (Cu) con actividad citotoxica frente diversas lineas

tumorales,*® o los obtenidos con platino (Pt) con actividad catalitica tipo oxidasa.'8!

En lo referente a la produccidn de cristales de lisozima (u otras proteinas) hibridos con particulas
metalicas u otros nanomateriales, existen distintas estrategias. La primera estrategia seria la de
cristalizacion in situ de la proteina en presencia del nanomaterial o de un precursor del mismo, de
modo que quede ocluido en el interior del cristal en el momento de formarse. De esta forma se ha
descrito la obtencién de cristales de lisozima hibridos con nanoparticulas de Au sumergiendo
cristales de lisozima en una disolucién de CIAuS(CH.CH,OH): (precursor). El precursor de Au
era capaz de formar nanoparticulas en el interior de los cristales sin la necesidad de afiadir agentes
reductores, y su crecimiento se pudo regular afiadiendo aditivos tales como Hg?*, histidina o
tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).'82 También por esta via se han podido generar quantum dots de
sulfuro de cadmio (CdS) con fluorescencia mejorada en el interior de los cristales, demostrandose
que los cristales de lisozima son un medio excelente para encapsular este tipo de nanoparticulas.®
Aunque esta via resulta muy interesante, esta limitada por el propio proceso de cristalizacion de

proteinas. La cristalizacion de proteinas es un proceso muy dependiente de la naturaleza y
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concentracion de aditivos y, por tanto, la presencia de sustancias extrafias como por ejemplo iones

metalicos puede alterar o incluso inhibir la cristalizacion.

Para solventar estas limitaciones, una estrategia alternativa consiste en emplear directamente
cristales de proteina y dejar difundir hacia su interior los iones metélicos sumergiendo el cristal
en una disolucion del precursor de forma que este penetre a través de los canales de disolvente.
De este modo se han conseguido formar complejos de iones de rodio (Rh) en el interior de cristales
de lisozima'®® o formar nanoparticulas de platino (Pt) y paladio (Pd) en el interior de cristales del

virus del mosaico del caupi.8

Los cristales de proteina pueden ser entrecruzados covalentemente al igual que los materiales
poliméricos. Este entrecruzamiento, que generalmente se realiza con glutaraldehido, origina
cristales mas estables desde un punto de vista mecéanico y quimico. Estos cristales son de mas
facil manipulacion y han tenido una gran aplicacion practica en catélisis. Estos cristales
entrecruzados también han sido empleados para obtener cristales hibridos mediante difusion
sumergiéndolos en disoluciones del precursor. De esta manera se han conseguido obtener cristales
de lisozima entrecruzados (CLLCs del inglés Cross-Linked Lysozyme Crystals) rellenos de
nanoparticulas de Au con respuesta plasménica y con una elevada actividad catalitica
reductora.’®1718 También se ha descrito la formacion de nanoparticulas de Ag en el interior de
CLLCs mediante irradiacion con luz ultravioleta’® o con NaBH,,!? asi como nanoparticulas
magnéticas de cobalto y platino (CoPt) sumergiendo los cristales entrecruzados en una disolucién
de iones de cobalto y platino para después someterlos a un proceso de reduccion con NaBH,.18®
Empleando CLLCs como molde para la polimerizacion de pirrol, se han obtenido cristales de

lisozima conductores de la electricidad.*®’

Pese a las posibilidades que ofrece el método de produccién de cristales hibridos de lisozima (y
otras proteinas) con nanomateriales, sumergiendo los cristales (intactos o entrecruzados) en
disoluciones de precursores, este método esta restringido a moléculas pequefas en disolucion vy,
por lo tanto, no puede usarse para la incorporacion de moléculas mas grandes o nanomateriales
previamente formados. Otra limitacion se deriva del hecho de que los cristales de proteina
necesitan un medio acuoso para formarse. Esta peculiaridad restringe la incorporacion de

moléculas o nanomateriales que sean insolubles en agua.
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2. Planteamiento y objetivos.

Teniendo en cuenta las ventajas que ofrece la hibridacion de cristales de proteina con
nanomateriales, se planted que podria ser interesante producir cristales hibridos proteina-CNTs.
En caso de conseguirse, los nanotubos de carbono podrian en principio transferir algunas de sus

propiedades al material hibrido resultante.

La tarea de introducir CNTSs en un cristal de proteina resulta compleja debido a que, en primer
lugar, los CNTs son muy insolubles en agua y como consecuencia, la cristalizacion de la proteina
en una disolucion acuosa de los mismos quedaria descartada. Se podria plantear la utilizacion de
agentes surfactantes para formar suspensiones homogéneas de CNTs, pero estas moléculas
podrian interferir con el proceso de cristalizacién. En caso de tener los cristales previamente
formados, estos podrian sumergirse en una suspension homogénea de CNTSs con intencién de que
se introdujesen en los cristales a través de los canales de disolvente, sin embargo, el gran tamafio

longitudinal de los mismos impediria una incorporacion eficiente.

Teniendo en cuenta estas limitaciones, se plante6 que la cristalizacién de proteinas en hidrogeles
supramoleculares peptidicos que contuviesen CNTs dispersos homogéneamente, podria ser una
nueva metodologia para obtener cristales de proteina-CNTs hibridos ya que, como se ha
comentado en el Capitulo 2,121% |os cristales al crecer en un medio gel incorporan el contenido
del gel en su interior.

En este sentido se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Disefiar, sintetizar y caracterizar hidrogeles supramoleculares hibridos de Fmoc-difenilalanina
(FmocFF) con SWCNTs.

2. Ensayar la cristalizacion de lisozima en los hidrogeles obtenidos en el Objetivo 1.

3. Estudiar los efectos de la incorporacion de los SWCNTs en las propiedades mecanicas,

cataliticas y eléctricas de los cristales de lisozima hibridos obtenidos.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Reactivos, disolventes y equipos.

Los reactivos y disolventes empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y se utilizaron sin
purificacion previa. El origen de los reactivos mas relevantes se especificard a lo largo del texto

con el nombre de la casa comercial en cursiva.

Los equipos empleados se especificaran a lo largo del texto escribiendo el modelo en cursivay la

marca entre paréntesis.

3.2. Preparacion de hidrogel FmocFF control.

El hidrogel control empleado fue un hidrogel de FmocFF 0.5% (p/v) preparado por cambio de pH
con D-(+)-glucono-1,5-lactona (GdL) siguiendo el protocolo similar al empleado en el Capitulo
1 para preparar el hidrogel no magnético (ver Capitulo 1, apartado 3.4). Muy brevemente, en
primer lugar, se prepar6 una disolucion basica de FmocFF con una concentracion de 0.5% (p/v)
afiadiendo pequefas porciones de una disolucion de NaOH 0.5 M a una suspension de FmocFF
en agua utilizando un bafio de ultrasonidos 603-ultrasonic bath (HSt Powersonic) para facilitar la
disolucion. La adicion de NaOH se detuvo en el momento en el que se obtuvo una disolucion
completa (llamada disolucion basica de FmocFF) con un pH aproximado de 10.5 medido con un
pH-metro sension PH 3 (Hach). A la disolucién basica de FmocFF se le afiadieron 2 equivalentes
molares de GdL y se dejé durante 24 horas a temperatura ambiente para que se completase la

gelificacion.

3.3. Preparacién de hidrogeles hibridos FmocFF-SWCNT.

Los hidrogeles hibridos (HHs) con SWCNTSs se prepararon a partir de una suspension madre de
SWCNTSs. Esta suspensién se consiguié pesando 0.5 mg de SWCNTs (SWCNT quirales (6,5),
CAS: 308068-56-6, adquiridos de Sigma-Aldrich) en un vial. Se afiadié 1 mL de disolucién bésica
de FmocFF (preparada como se indica en el apartado anterior) y se sonico durante 2 horas en un
bafio de ultrasonidos frio. Transcurridas las 2 horas, la suspension obtenida se introdujo en tubos
Eppendorf que posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 10000 rpm en un centrifuga
para tubos Eppendorf 1-14 (Sigma); tras la centrifugacion se recogié el sobrenadante
cuidadosamente obteniéndose asi una suspension madre de SWCNTSs con una concentracion de
500 pg-mL* (de SWCNTSs afadidos).
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Para obtener los HHs con 100 pg-mL* (HH-100) y con 250 pg-mL* (HH-250) de SWCNT, la
suspensién madre de SWCNTSs se diluy6 cinco y dos veces (respectivamente) con la disolucion
basica de FmocFF (ver apartado anterior). Las suspensiones obtenidas se homogeneizaron con
ayuda de un agitador vortex V05 series (LBX) y se les afiadié GdL para inducir la gelificacion al
igual que para el hidrogel control. EI mismo procedimiento se emple6 para preparar el hidrogel
hibrido con 500 pg-mL™* de SWCNTs (HH-500) afiadiendo GdL directamente a la suspension
madre de SWCNTSs.

3.4. Preparacion de xerogeles.

Todos los xerogeles preparados en este trabajo se obtuvieron dejando secar los hidrogeles a

temperatura ambiente y a presion atmosférica.

3.5. Cuantificacion de la concentracion de SWCNTs en HHs.

Se prepararon disoluciones basicas de FmocFF y suspensiones madre de SWCNTSs (apartados 3.2
y 3.3) y se liofilizaron en porciones de 2 mL en viales cuidadosamente tarados. Tras la
liofilizacion se pesaron los residuos sélidos obtenidos y se sometieron a un analisis
termogravimétrico (TGA del inglés Thermogravimetric Analysis) empleando un equipo
TGA/DSC1 (Mettler-Toledo). Para la realizacién de los experimentos, las muestras se calentaron
desde temperatura ambiente hasta 900 °C con una rampa de temperatura de 10 °C por minuto, en
atmosfera normal. A partir de los termogramas obtenidos se observd la desaparicion total de
FmocFF a 440 °C. A esta temperatura se midid la diferencia de porcentaje en peso de la suspensién
madre respecto del control, con lo que se pudo obtener el porcentaje en peso de SWCNTSs en el
residuo secoy, por lo tanto, la concentracién real de SWCNTS. Los resultados se expresaron como

el promedio de 5 muestras.

3.6. Protocolos de cristalizacion de lisozima.

Al igual que en el Capitulo 2 (apartado 3.9), la lisozima (HEWL) empleada para formar cristales
fue adquirida como polvo liofilizado y se disolvié en una disolucion de acetato sddico (AcONa)
50 mM a pH 4.5. La concentracion de la disolucion obtenida se determind espectrofoto-

métricamente a 280 nm empleando un € = 2.65 mL-mg?*-cm™,

3.6.1. Cristalizacion por contradifusion.
Para cristalizar la lisozima en los hidrogeles FmocFF control y los HHs, se empled la técnica de

contradifusién en dos capas descrita previamente en el Capitulo 2 (Capitulo 2, apartados 3.9 y
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4.3) con ligeras diferencias. EI procedimiento se inicié con la preparacion de 100 pL de cada
hidrogel en tubos Eppendorf de 1.5 mL (como se indica en los apartados 3.2 y 3.3). Tras
completarse la gelificacion, los hidrogeles obtenidos se dializaron durante una semana frente a

100 pL de agua Milli-Q anadidos sobre los geles, cambiando el agua una vez al dia.

Tras la preparacion y acondicionamiento de los geles, se afiadieron 100 pL de la disolucion
tamponada de lisozima (a 200 mg-mL™?) y se dejé difundir durante una semana a 20 °C. Pasado
este tiempo, se retird la disolucion de lisozima y se midié su concentracidn espectrofotomé-
tricamente para determinar la cantidad de lisozima incluida dentro de cada hidrogel.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y se afiadieron 100 pL de disolucion de agente
precipitante (cloruro sédico (NaCl) 6% (p/v) en AcONa 50 mM a pH 4.5) sobre cada hidrogel y
se dejo difundir. Se observo la formacion de cristales y su evolucion con un microscopio optico.
Tras 24 horas de difusion del agente precipitante se empezaron a formar cristales y alcanzaron el
tamafio maximo en una semana aproximadamente. Se realizaron tres experimentos de
cristalizacion por cada tipo de hidrogel estudiado, obteniéndose los mismos resultados entre
réplicas.

3.6.2. Cristalizacién por difusion de vapor.

A modo de control, se prepararon cristales de lisozima libres de hidrogel y de SWCNTSs. Se optd
por emplear una técnica estandar de difusion de vapor (VD del inglés Vapor Diffusion).’® Se
ensayaron varias concentraciones de lisozima (desde 70 a 100 mg-mL™) y de agente precipitante
(NaCl desde 3.0 a 8.0% (p/v)) hasta conseguir cristales de tamafio comparable a los obtenidos por

contradifusion.

3.7. Protocolo de entrecruzamiento de cristales de lisozima.

Se obtuvieron cristales entrecruzados de lisozima (CLLCs) sustituyendo la disolucién de agente
precipitante (apartado 3.6.1) por una disolucion isotonica de glutaraldehido a 5% (v/v) (agente de
entrecruzamiento). El agente de entrecruzamiento se dejé difundir durante 24 horas a 20 °C. Tras
el entrecruzamiento se extrajo la columna de hidrogel conteniendo los cristales de lisozima y se
traspasaron a una placa Petri con ayuda de agua Mili-Q, donde se recogieron los cristales y se
limpiaron minuciosamente con ayuda de un pincel y micro-herramientas. Los cristales obtenidos
se guardaron en tubos Eppendorf donde se afiadi6 agua y se mantuvieron a 20 °C durante 3 dias,
cambiando el agua cada dia. Para finalizar, se liofilizaron los cristales y se almacenaron en

atmosfera seca.
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3.8. Estudios de actividad enzimatica.

Para medir la capacidad catalitica de la lisozima en las distintas formas descritas a lo largo de este
trabajo, se empled un protocolo descrito por Yang y Hamaguchi para lisozima en disolucion.®®
El procedimiento consistio en seguir la evolucién de la fluorescencia emitida por el producto de
hidrolisis de 4-metilumbeliferinil-B-D-N,N’,N"-triacetilquitotriosido (4-MU-GIcNAc3) a 4-
metilumbeliferona (4-MU) (Figura 3) que presenta una A de excitacion a 355 nm y una A de
emisién a 460 nm, usando un espectrofluorimetro FLUOstar 2 BMG (LABTECH). La disolucion
de referencia de lisozima se prepard a 4.31-102 mg-mL™ en una disolucién tampén de acetato
potésico (AcOK) 20 mM pH 5.3 (cloruro potésico (KCI) I = 0) (esta disolucion se referird en
adelante como “disolucion tampon”). Para emular el protocolo descrito para lisozima en
disolucidn, los cristales de lisozima se pesaron en una balanza de precision BM-22 (COBOS)
hasta tener la misma cantidad de proteina (0.65 mg de cristales) antes de afiadir la misma cantidad
de disolucion tampon. La disolucion madre del sustrato (4-MU-GIcNAc3) empleada en los
estudios se preparé disolviéndolo en una mezcla de dimetilformamida (DMF) y disolucién
tampon. La concentracion de 4-MU-GIcNAc3 en la disolucion madre se determind
espectrofotométricamente por absorbancia (A = 316 nm, ¢ = 1.23-10* M*.cm™?) y fue de 2.55-10
4 M. Para la realizacién de los experimentos de catélisis, esta disolucion madre se diluy6 con
disolucion tampén hasta obtener una disolucién con una concentracion de sustrato de 2.84-10°
M. Las medidas de actividad enzimatica se realizaron siempre teniendo como blanco la disolucién

de 4-MU-GIcNACc3 sometido a las mismas condiciones experimentales.

o) 0 HO 0 0]
= =
4-MU-GIcNAc3 4-MU

Figura 3. (De izquierda a derecha) estructuras de 4-MU-GIcNAc3 (4-metilumbeliferinil-B-D-N,N’',N"-
triacetilquitotriosido) y 4-metilumbeliferona (4-MU).

Las reacciones enzimaticas se realizaron en tubos Eppendorf de 2 mL agitados con un agitador
orbital termostatizado. Para las medidas de fluorescencia se tomaron alicuotas de 100 pL a
intervalos de tiempo. Las alicuotas se mezclaron con 50 pL de una disolucién de glicina 200 mM
a pH 12 y entonces se midieron en el espectrofluorimetro. Todos los experimentos se realizaron

a 42y 90 °C, salvo los de lisozima en disolucién que se llevaron a cabo solamente a 42 °C.
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3.9. Estudios por FTIR.

Todos los cristales de lisozima (salvo los de VD), los hidrogeles, asi como los xerogeles
correspondientes preparados en este trabajo, se analizaron por FTIR empleando un espectrémetro
Two FTIR ATR (Perkin-Elmer). Para analizar las muestras, éstas se comprimieron sobre el cristal

de diamante del espectrometro y se registraron espectros desde 450 a 4000 cm™,

3.10. Caracterizacion de xerogeles mediante XRD en polvo.

Los patrones XRD de los xerogeles se obtuvieron con una radiacion CuKa (A = 1.5418 A) en un
difractémetro D2-PHASER (Bruker) equipado con un detector LYNXEYE (Bruker). El rango de
20 registrado fue de 5° a 25° con intervalos de (26) 0.02°. Para la realizacion de las medidas, los
geles se depositaron sobre una superficie de vidrio y se dejaron secar a temperatura ambiente
(xerogeles).

3.11. Imagenes ESEM.

Al igual que en el Capitulo 1 (Capitulo 1, apartado 3.10), las imagenes ESEM de los hidrogeles
se obtuvieron empleando un microscopio Quanta 400 ESEM (FEI) equipado con un sistema de
enfriado Peltier. Las muestras se introdujeron en el microscopio tomando una porcién del hidrogel
con una espatula y colocandola sobre una ldmina adhesiva de carbono. La temperatura 6ptima de

medida fue -5 °C, la presion 3 Torr y una humedad relativa de entre 80 y 95%.

3.12. Imagenes de TEM de xerogeles y cristales.

Se registraron imagenes TEM empleando un microscopio electrénico de transmision LIBRA 120
PLUS (Carl Zeiss). Las muestras de xerogeles se prepararon poniendo una gota de una suspension
acuosa de fibras encima de una rejilla de cobre de microscopia electrénica, donde se dejaron secar
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los cristales entrecruzados de lisozima (CLLCs) se
prepararon deshidratandolos con etanol para luego embeberlos en resina Embed 812 (Fisher
Scientific). El blogue de resina resultante se cort6 en secciones ultra delgadas (de 50 a 70 nm)
usando un ultramicrotomo Reichert Ultracut S (Leica Microsystems). Las laminas obtenidas se

depositaron sobre rejilla de cobre de microscopia electronica.

87



3.13. Microscopia Raman de xerogeles y cristales.

Tanto los xerogeles como los CLLCs empleados en este trabajo, asi como los residuos sélidos de
las suspensiones de SWCNTSs preparadas, fueron analizados por microscopia Raman empleando
un microscopio Raman NRS-5100 (JASCO) equipado con un sistema de enfriamiento Peltier,
acoplado a un detector CCD de 1064 x 256 pixeles. Se utilizd un laser de diodo emitiendo a 785
nmy 500 mW como emisor de la radiacion de excitacion. El haz de excitacion se enfoco sobre la
superficie de las muestras a través de una lente de 100x. La resolucion espectral fue de 2.0 cm™
(usando una rejilla con surcos a 600 mm™). Cada espectro mostrado en este trabajo es el resultado
del promedio de 3 adquisiciones con 100 segundos de acumulacion por adquisicion. La
preparacion de las muestras para su andlisis consistio en depositarlas sobre ld&minas de vidrio, y
en el caso de los xerogeles, dejando los hidrogeles sobre ldminas de vidrio para que se secasen a

temperatura ambiente.

3.14. Caracterizacidn reoldgica de hidrogeles.

Para realizar una caracterizacion mecanica de los hidrogeles se usé un redmetro de esfuerzo
controlado Haake MARS Il (Thermo Fisher Scientific). La geometria elegida fue de dos platos
paralelos de 35 mm de didmetro. Con objeto de minimizar los errores experimentales y asegurar
la reproducibilidad los geles estudiados se prepararon directamente en el interior del plato inferior
del re6metro tal como se describi6 en el Capitulo 1, apartado 3.17, en atmdsfera saturada de agua
y a temperatura ambiente. Las medidas se realizaron tras 24 horas de gelificacién sin ninguna

manipulacion previa.

La caracterizacion de las propiedades reoldgicas se realizd en régimen oscilatorio aplicando los

dos mismos protocolos que en el Capitulo 2, apartado 3.7.

Para cada tipo de hidrogel caracterizado se midieron al menos tres muestras diferentes para
asegurar la significancia estadistica de los resultados. En las representaciones graficas de este

trabajo se han representado los valores medios.

3.15. Estudios por AFM de cristales.

Los cristales de proteina se estudiaron empleando varias funciones de microscopia de fuerza
atémica (AFM del inglés Atomic Force Microscope/Microscopy). Todas las medidas se realizaron

con un microscopio de fuerza atdmica Park NX20 (Park Systems) operando a 25 °C y a presion
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atmosférica. Los datos resultantes de cada estudio se procesaron utilizando el programa XEI (Park

Systems).

3.15.1. Imagenes topograficas.
Se tomaron imagenes de AFM de la superficie de los cristales de las que se analizé el aspecto y

la rugosidad. Para obtener las imagenes se escaned una superficie de 2 um x 2 um con una sonda
ACTA (frecuencia de resonancia 300 kHz y constante de fuerza (K) 40 N-m™).

3.15.2. Propiedades nanomecanicas.

Se obtuvieron los valores de mddulo elastico de CLLCs mediante el modo PinPoint™ del equipo.
Brevemente, este método consiste en medir la fuerza que sufre la punta de la sonda de AFM
cuando ésta se aproxima y se aleja de la superficie de la muestra. De este modo, se obtienen curvas
de fuerza en funcion de la distancia (curvas F-d) (Figura 4). De la pendiente de la zona lineal de

la curva F-d se obtiene el mddulo elastico (moédulo de Young) de la superficie de la muestra.
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Figura 4. Ejemplo F-d. Las flechas indican el sentido de la aproximacion y retraccién de la punta del AFM.

Para la realizacion de las medidas se emple6 una sonda NSC-14 (frecuencia de resonancia 166.76
KHz y K = 5.0 N-m™). Todas las medidas de propiedades nanomecéanicas se realizaron con la
misma sonda.

3.15.3. Medidas de conductividad.

Las medidas de conductividad por AFM (c-AFM) a través de cristales de lisozima se realizaron

empleando una sonda CONSTPt (longitud 225 pm, frecuencia de resonancia 25 kHz y K = 0.2
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N-m?). Para la realizacion de las medidas se aplicé una gota de pasta de plata para unir una
esquina del cristal con la superficie conductora (Figura 1). La corriente se midié en modo I-AFM
(con amplificador de corriente de ganancia de variable interna), usando un preamplificador con
una ganancia de 10° a 10! V/A. Las iméagenes de conductividad se registraron a varios potenciales

positivos y negativos comprendidos entre -10 y +10 V.

Figura 1. Fotografia realizada con el microscopio éptico del equipo de AFM en la que se puede observar
un CLLC formado en un hidrogel hibrido HH-500 (CLLC_HH-500) unido a una superficie conductora con

pasta de plata aplicada en una esquina del cristal.

3.16. Imagenes SEM de cristales.

Se registraron iméagenes microscopia electronica de barrido (SEM del inglés Scanning Electron
Microscope/Microscopy) tanto de CLLCs enteros como de CLLCs cortados con un escalpelo en
la direccion del eje X. Las muestras se prepararon pegando los cristales a una superficie adhesiva
y recubriéndolos con una capa fina de carbono. El equipo empleado para registrar las imagenes
fue un microscopio de barrido de emision de campo (FESEM del inglés Field Emission Scanning
Electron Microscope) GEMINI, LEO 1500 (Carl Zeiss).

3.17. Estudio de XRD de cristales de proteina con radiacién de

sincrotron.

Los cristales de proteina obtenidos en este trabajo fueron caracterizados por XRD empleando
radiacion de sincrotron como fuente de radiacion. Los datos se recogieron en la linea Xaloc del

sincrotron ALBA (sincrotron de Espafia en Barcelona).

Para recoger los cristales crecidos en hidrogeles (mirar apartado 3.5), en primer lugar, se sacé el
gel de los tubos Eppendorf donde se llevo a cabo la cristalizacion y se transfirié a una placa Petri
de plastico con disolucion de agente precipitante. Los cristales seleccionados se transfirieron a

una gota limpia de disolucion de precipitante con glicerol 20% (v/v) (crio-protector). A
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continuacion, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron hasta la recoleccion de datos
en sincrotron. Para la adquisicion de datos se mantuvo constante la configuracion de los
parametros de medida (Tabla 1). Los datos adquiridos se indexaron e integraron con XDS!*y se

redujeron y escalaron con Aimless.4

Tabla 1. Configuracién de parametros de medida de sincrotrén.

Linea radiacion | Xaloc (ALBA)

Distancia (mm) 178.72
Exposicion (s) 0.1
Oscilacion (°) 0.2

3.18. Analisis por TGA y por DSC de cristales de proteina.

Tanto las medidas de TGA como de calorimetria diferencial de barrido (DSC del inglés
Differential Scanning Calorimetry) se registraron usando un equipo TGA/DSC1 (Mettler-Toledo).
Para el analisis de TGA se pesaron aproximadamente 5 mg de cristales por muestra y se
introdujeron en una celdilla de TGA. Las muestras se calentaron hasta 900 °C a una velocidad

constante de calentamiento de 5 °C por minuto en atmdsfera normal.

Para llevar a cabo las medidas de DSC se prepararon muestras de aproximadamente 4 mg de
cristales, se introdujeron en celdillas de aluminio y se sellaron. El rango de temperatura de los
termogramas obtenidos fue desde temperatura ambiente hasta 300 °C con una velocidad constante

de calentamiento de 2 °C por minuto.

3.19. Medidas de intensidad-Voltaje en modo de dos electrodos.

Para medir las curvas de Intensidad-Voltaje (I-V) de CLLCs con dos electrodos se prepard un
dispositivo en configuracion de “sandwich” como puede verse en la Figura 5. El cristal de proteina
objeto de la medida se adhirié a una oblea de silicio (electrodo inferior) utilizando resina epoxi
de plata. Se colocé otro electrodo encima del cristal adherido también con resina epoxi de plata
(electrodo superior) con la precaucion de no provocar un contacto entre las pastas de plata de los
electrodos inferior y superior. El dispositivo con la muestra se introdujo en una camara de vacid
para eliminar los efectos de la humedad sobre las medidas y se realizaron las medidas de I-V. Los

valores de conductancia (G) se obtuvieron de las pendientes de las curvas I-V (G = I/V).
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Figura 5. Esquema de la vista desde arriba del dispositivo en configuracion “sandwich” para medidas de

I-V en CLLCs.

4. Discusion y resultados.

4.1. Preparacion de hidrogeles hibridos FmocFF-SWCNT.

En relacion a los objetivos planteados, se realizaron experimentos para intentar formar
suspensiones de SWCNTSs en disoluciones basicas del gelador supramolecular FmocFF. En una
primera aproximacioén se pudo observar que los nanotubos de carbono no se disgregaban
facilmente aplicando ultrasonidos. Algo l6gico teniendo en cuenta que, a diferencia de los
SWCNTs modificados con grupos carboxilo, los SWCNTSs inalterados son materiales altamente
hidréfobos. Tras un largo proceso de optimizacion de condiciones se llegé a la conclusion de que
para conseguir la disgregacion de los aglomerados de SWCNTSs era necesario aplicar ultrasonidos
de alta intensidad (40 kHz) durante largos periodos de tiempo (de 1 a 2 horas). También se observo
gue era necesario mantener frio el bafio en todo momento porque de lo contrario, se formaban
suspensiones viscosas que impedian la penetracion de los ultrasonidos y por tanto la disgregacion
de los aglomerados. Finalmente, al aplicar las condiciones anteriores se pudieron conseguir
suspensiones homogéneas de agregados de SWCNTs junto con un componente insoluble
(atribuido a las impurezas que indica la fuente comercial) que pudo retirarse facilmente por
centrifugacion. Las distintas etapas de la preparacién de las suspensiones de SWCNTSs pueden

verse mas claramente en la Figura 6.
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Figura 6. Fotografias de las etapas de preparacion de la suspension homogénea de SWCNTSs en una
disolucién basica de FmocFF. A) suspension de SWCNTSs antes de aplicar ultrasonidos. B) Suspension

después de aplicar ultrasonidos durante 2 horas en un bafio frio. C) Suspension después de centrifugar.

Una vez se obtuvo una suspension homogénea de SWCNTS se indujo la gelificacion de FmocFF
acidificando el medio progresivamente con la adicion de GdL. De este modo, se consiguieron
obtener hidrogeles con distintas concentraciones (100, 250 y 500 pg-mLt) de SWCNTSs dispersos
homogéneamente en el hidrogel, dando lugar a los hidrogeles hibridos HH-100, HH-250 y HH-

500 respectivamente (Figura 7).

'4
|
I | 3 ' t

Figura 7. Fotografias de los hidrogeles hibridos FmocFF-SWCNT. De izquierda a derecha: hidrogel
FmocFF-control, HH-100, HH-250 y HH-500.

4.2. Célculo de la concentracion real de SWCNTs en hidrogeles

hibridos FmocFF-SWCNT.

Para determinar la cantidad de SWCNTSs en las suspensiones con las que se prepararon los
hidrogeles hibridos, se prepararon varias muestras de disolucion madre de SWCNTs (ver
Materiales y Métodos, apartado 3.3), asi como de la disolucién basica de FmocFF 0.5% (p/v)
como disolucion control. Las muestras se introdujeron en porciones de 2 mL en viales

cuidadosamente tarados donde se liofilizaron para posteriormente analizarlas por TGA. Es
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conocido que la temperatura de descomposicion de FmocFF esta entre 220 y 300 °C'* y que la
descomposicion de los SWCNTs empleados comienza a 440 °C (tal como indica la casa
comercial.®* En este sentido, con las medidas de TGA a 440 °C se obtuvo el porcentaje de pérdida
de masa que correspondia exclusivamente al péptido, y de esa manera, se pudo determinar
indirectamente la masa de los SWCNTSs como porcentaje de masa remanente. Se comprob6 que
se producia una diferencia porcentual de pérdida de masa entre las dos muestras de 8.4 + 1.6%
(Figura 8). Este valor esta en buena relacion con el 9.1% esperado teéricamente (el porcentaje de
SWCNTSs afadidos respecto a la cantidad de FmocFF+SWCNTS total). Tras aplicar el valor de
pérdida porcentual de masa, a las masas de residuo seco de cada muestra, se calculé que la
concentracion real de SWCNTSs era de aproximadamente 0.4 mg-mL™en el HH-500 vy, por lo
tanto, 0.2 mg-mL* y 0.08 mg-mL* en HH-250 y HH-100, respectivamente. Aunque la
concentracion real de SWCNTSs resultd ser distinta de la hipotética, se mantuvo la notacion
original de los HHs que estaba en relacion con la concentracion de SWCNTSs afiadidos.

100 disolucion FmocFF
—— disolucion HH-500
80
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S 60
©
n L
©
=
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[ 1 ] 1 l 1 I 1 I II l 1
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 8. Termogramas de la descomposicion térmica de los liofilizados de la disolucién de FmocFF

control y de la disolucién de HH-500.
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4.3. Caracterizacién morfologica de hidrogeles FmocFF-SWCNT.

4.3.1. TEM.

Se registraron micrografias TEM de todas las muestras de xerogeles hibridos (Figura 9) donde
pudieron observarse fibras y cintas peptidicas de 10 a 150 nm de diametro, idénticas a las del gel
FmocFF control®® y también agregados de SWCNTSs. Con estas observaciones se pudo concluir,
a priori, que la presencia de SWCNTs no afectaba a la morfologia de las fibras peptidicas y que

los SWCNTSs estaban relativamente dispersos y entrecruzados con las fibras peptidicas.

b/

Figura 9. Micrografias TEM de los hidrogeles hibridos: A) HH-100; B) HH-250; C) HH-500.

4.3.2. ESEM.

Para completar el estudio morfolégico, el hidrogel control y los HHs se observaron por ESEM
con la intencién de comprobar como afecta la presencia de los SWCNTs a la estructura
tridimensional en estado gel. Con estas imagenes se evidencié que no habia alteraciones en la
morfologia ni en las dimensiones de las fibras y cintas correspondientes al péptido (Figura 10).
Sin embargo, en las imagenes de HH-500, se pudieron distinguir filamentos largos actuando de
conexion entre las laminas del péptido. Estos filamentos pueden deberse a agregados formados
por SWCNTSs recubiertos de péptidos. Resultados similares han sido observados para otro tipo de
agregados SWCNT-polimero.*%
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Figura 10. Iméagenes ESEM de hidrogeles hibridos: A) HH-100; B) HH-250; C) HH-500.

44. Estudio de la estructura secundaria de hidrogeles hibridos

FmocFF-SWCNT.

4.4.1. FTIR.

Se emple6 espectroscopia FTIR para estudiar el posible efecto de la presencia de SWCNTSs en la
estructura secundaria del péptido en los HHs (Figura 11). Los espectros de los hidrogeles con
SWCNTs (HH-100, HH-250 y HH-500) mostraron un patrén de picos idéntico al del gel de
FmocFF control. La aparicion de las bandas amida | y amida Il (a 1638 y 1536 cm
respectivamente), junto con una banda a 1690 cm?, indicaban que el péptido estaba ordenado
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preferentemente en conformacion de lamina [ antiparalela. También se observd un
desplazamiento al rojo de la banda amida I en los geles respecto a los correspondientes xerogeles
(1655 cm?). Este desplazamiento indica la presencia de enlaces de hidrégeno en los
hidrogeles.®>® Estos resultados indicaban que la estructura secundaria del péptido no sufria
grandes alteraciones en presencia de los SWCNTSs.
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Figura 11. Espectros FTIR de: A) hidrogeles; B) xerogeles.

4.4.2. XRD en polvo.

Los patrones de difraccion del xerogel control, mostraron un espaciado d = 4.8 A (el tipico para
estas estructuras estd entre 4 y 5 A) correspondiente con un angulo 20 = 18.79°, y un apilamiento
periodico de fibras individuales (2 < n < 6). Estos resultados son similares a los obtenidos para
este tipo de geles %y similares a los obtenidos para otros péptidos sintetizados con anterioridad
(Capitulo 1, apartado 4.3.3). Este mismo patrén de XRD se obtuvo para el xerogel de HH-100.
Sin embargo, estas reflexiones fueron muy débiles en los patrones de HH-250 o totalmente
indistinguibles en HH-500, lo que sugiere la pérdida gradual de la estructura supramolecular a
medida que se incrementa la concentracién de SWCNTSs, debido seguramente a la interaccion
entre las moléculas de péptido y los SWCNTSs. Para corroborar esta hip6tesis se obtuvieron los
patrones de difraccion de los SWCNTs comerciales y de las suspensiones de FmocFF+SWCNTs
correspondientes a los geles HH-100 y HH-500 (Figura 12B). Se pudo observar que los picos de
los SWCNTs aparecian a angulos 26 de 15.80° y 24.80°, y que, por lo tanto, no coincidian con los
picos de los HHs ni de sus disoluciones. De esta forma se pudo confirmar que la pérdida de
intensidad de las reflexiones no estaba causada por una dispersion de la radiacion provocada por
los SWCNTSs.
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Figura 12. A) Patrones XRD de xerogeles. B) Patrones XRD de SWCNTSs comerciales y disoluciones de
FmocFF+SWCNTs.

4.4.3. Estudio por microscopia Raman.
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Figura 13. A) Espectros Raman de SWCNTs comerciales (negro), disolucion basica de SWCNTs o
SWCNT-sol (gris) y HH-500 (azul). B) Desplazamientos Raman RBMs, HWHM vy relacion de area G/D
de SWCNTSs comerciales (negro), SWCNT-sol (gris) y HH-500 (azul).

La interaccion entre el péptido FmocFF y los SWCNTSs se estudidé también mediante microscopia
Raman. Como puede verse en la Figura 13, al analizar una muestra de la suspension basica de
SWCNTSs antes de la gelificacién, en comparacion con los SWCNTs comerciales, se observé un
desplazamiento de la banda G* de 1579 cm™a 1582 cm™ en la suspensién de nanotubos con
gelador. El desplazamiento observado de esta banda hacia mayor nimero de onda fue ain mas
notable en el caso de HH-500 (desplazamiento de 5 cm™). La banda G* esta relacionada con las
vibraciones de los atomos de carbono a lo largo del eje del nanotubo y su posicion es sensible a
fenémenos de transferencia de carga de posibles dopantes, de modo que, un desplazamiento a
mayor o0 menor nimero de onda se relaciona con la interaccion con dopantes aceptores o donores,

respectivamente. Este hallazgo en el desplazamiento de la banda G* sugiere que existia una
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transferencia de electrones desde los SWCNTSs a los péptidos, o lo que es lo mismo, que los
péptidos estaban actuando como dopantes que retiraban carga de los nanotubos creando “huecos

de carga” (p), convirtiendo a los SWCNTSs en semiconductores p-dopados.

Unas bandas caracteristicas de los espectros Raman de los SWCNTs son los Modos de
Respiracion Radial (RBMs del inglés Radial Breathing Modes). Estos modos dan informacién
acerca del diametro de los nanotubos de carbono. En un analisis de las RBMs correspondientes a
los SWCNTs comerciales, se encontraron dos bandas principales a wrew = 260 y 298 cm?
correspondientes a didmetros promedio (d:) de 0.76 y 0.87 nm, respectivamente, siendo d; = 234
I (wrem + 10).1%2 Tras la adicion de FmocFF se observé una modificacion drastica en la intensidad
relativa de estas bandas: la banda wrem = 260 cm™ se mantuvo, mientras que la banda wrew = 298
cm® desaparecié practicamente. Este suceso implica que el FmocFF provocaba una separacion
de SWCNTSs por seleccion de didmetro de 0.76 frente a 0.87 nm. La pureza de los SWCNTs
también se puede evaluar atendiendo a la intensidad de la banda D (relacionada con la presencia
de defectos en las paredes de los nanotubos) y mas concretamente de la relacion de intensidades
de las bandas G*y D (G/D). Cuanto mayor sea la relacion G/D, menor sera el nimero de defectos
estructurales de los SWCNTSs. Otro parametro Util para evaluar la pureza de los SWCNTS es la
“mitad de anchura a media altura” o HWHM (del inglés Half-Width at Half Maximum). Como
puede observarse en la Figura 3B, la hipotesis de la “purificacion” se confirmé con el incremento
de la relacion G/D en los HHs, asi como por la disminucion del HWHM en presencia de gelador.
Por otro lado, la adicion de FmocFF también dio lugar a un desplazamiento de los picos a 260
cm?® hacia nimeros de onda mayores, lo que indica una ligera disminucion de d;, debido,

probablemente, a una compresién mecéanica de los SWCNTSs provocada por el hidrogel.

4.5. Estudio reoldgico de hidrogeles hibridos FmocFF-SWCNT.

Todos los geles empleados en este trabajo fueron analizados reoldgicamente en régimen
oscilatorio (Figura 14A) para determinar el efecto de la inclusién de SWCNTSs en los hidrogeles
de FmocFF sobre sus propiedades mecénicas. A valores bajos de amplitud de deformacién de
cizalla, todas las muestras mostraron valores de G’ y G” siendo G’>>G”, lo que se corresponde
con el comportamiento tipico de un sistema entrecruzado. Al comparar los valores obtenidos de
ambos modulos viscoelasticos para las distintas muestras en la zona viscoelastica lineal (ZVL),
no se encontraron diferencias entre ellos. Esta observacion sugiere que la inclusion de SWCNTs
no afecto a las propiedades mecanicas del gel resultante aun cuando tenia una concentracion de
0.4 mg-mL* en el HH-500. Similares resultados fueron observados por S. Roy y A. Banerjee para

hidrogeles supramoleculares hibridos con concentraciones analogas de SWCNTs modificados.®®
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Figura 14. A) Representacion grafica de la variacion de los modulos viscoelasticos G’ y G en funcidn de
la amplitud de deformacion de cizalla aplicada a los hidrogeles. B) Representacion de la variacion de la

amplitud de la formacidn de cizalla en funcién del esfuerzo de cizalla aplicado a los hidrogeles.

Se pudieron observar diferencias entre los hidrogeles cuando se aplicaron amplitudes de
deformacidn grandes (zona viscoelastica no lineal). En esta zona, el esfuerzo de cizalla necesario
para provocar una deformacion determinada era mayor cuanto mayor era la concentracién de
SWCNTs (Figura 14B). Este comportamiento ha sido observado anteriormente en gelatinas de
metacrilato (GelMa) reforzadas con concentraciones similares de nanotubos de carbono.®? La
explicacion de este fendmeno puede ser que los nanotubos de carbono son largos y pueden
torsionarse a amplitudes de deformacion bajas en la zona viscoelastica lineal, pero cuando se

aplica una deformacién mayor, los nanotubos oponen resistencia.

4.6. Preparacidn de cristales de proteina en hidrogeles hibridos

FmocFF-SWCNT.

Para abordar el objetivo de cristalizar proteinas en los hidrogeles hibridos FmocFF-SWCNT se
decidid optar por emplear lisozima por ser una proteina modelo y que tiene actividad enzimatica.
Esta propiedad permitiria un posterior estudio del efecto de la incorporacion de SWCNTSs en las

capacidades cataliticas de la proteina.

La metodologia empleada para la cristalizacion consistio en un protocolo de contradifusion de
dos capas (ver Materiales y Métodos, apartado 3.5.1). Aplicando este protocolo se consiguieron
obtener cristales en todos los hidrogeles hibridos ensayados (HH-100, HH-250 y HH-500) y en
el hidrogel FmocFF-control (Figura 15). El éxito en la obtencidn de los cristales en presencia de
SWCNTSs resulta sorprendente en principio teniendo en cuenta que, en los precedentes en los que
se ha estudiado la interaccién entre proteinas y SWCNTSs, se ha demostrado que se producen

interacciones fuertes entre ellos,'**1% lo que induce a pensar que los SWCNTSs deberian dificultar
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la cristalizacion. Una justificacion podria ser que los nanotubos se encontrasen total o
parcialmente recubiertos de péptido en el interior de los hidrogeles limitando asi la efectividad de

las interacciones proteina-SWCNTSs.

_0o8

Figura 15. De izquierda a derecha: iméagenes tomadas con microscopio éptico de los cristales de lisozima
entrecruzados CLLC_control, CLLC_HH-100, CLLC_HH-250 y CLLC_HH-500.

Los cristales de lisozima (LCs) obtenidos en los distintos hidrogeles hibridos presentaban una
coloracion tanto mas oscura cuanto mayor era la concentracion de SWCNTSs en el hidrogel, siendo
practicamente negros en el caso de los cristales crecidos en HH-500 (Figura 15). Al observar los
cristales obtenidos a través de un microscopio 6ptico, se pudo comprobar que los cristales
presentaban morfologia prismatica tetragonal y que estaban dentro de un rango amplio de tamafios
y de relacion de forma (relacion entre los ejes ancho y largo de una imagen en microscopio). Estas
observaciones son de esperar en experimentos de contradifusion (ver Capitulo 2, apartado 4.3).
El patrén observado fue el mismo para todas las muestras independientemente de la concentracion
de SWCNTSs. Donde si se observaron diferencias, fue en el tamafio de los cristales, siendo los mas
grandes los crecidos en el hidrogel FmocFF-control (de 40 a 90 pm), seguidos de los
correspondientes a HH-100 (de 25 a 80 um) y siendo los mas pequefios los obtenidos en los HH-
250 y HH-500 (de 25 a 60 um). Este resultado sugiere que los SWCNTS tuvieron un efecto sobre
el crecimiento de los cristales, probablemente debido a una disminucién del nivel de

sobresaturacion causada por la interaccion entre las proteinas y los SWCNTSs.

El resto de experimentos de caracterizacién de los cristales se realizaron previo entrecruzamiento
de los mismos con glutaraldehido obteniéndose asi, los cristales entrecruzados de lisozima
(CLLCs) tanto de los cristales crecidos en el hidrogel FmocFF-control (CLLC_control), como en
los hidrogeles hibridos HH-100, HH-250 y HH-500, nombrados como CLLC_HH-100,
CLLC_HH-250y CLLC_HH-500, respectivamente.
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4.7. Caracterizacién morfologica de cristales.

4.7.1. SEM.

Las imagenes SEM mostraron que la superficie de todos los cristales era relativamente lisa sin
diferencias significativas entre los distintos cristales entrecruzados (Figura 16).

Figura 16. Imagenes SEM de vista general de cristales: A) CLLC control; B) CLLC_HH-100; C)
CLLC_HH-250; D) CLLC_HH-500.

Como se ha indicado anteriormente, los cristales eran tanto mas oscuros cuanto mayor era la
concentracion de SWCNTSs en los hidrogeles hibridos en los que se formaron, lo que constituye
una primera evidencia de la incorporacién de los nanotubos en el interior de los cristales. Para
confirmar la presencia de fibras FmocFF-SWCNT en el interior de los cristales, éstos se cortaron
alo largo del eje X'y se observaron por SEM en la zona del corte (Figura 17). En los CLLCs_HHs
se pudieron distinguir estructuras alargadas que salian del interior de los cristales con una
distribucion homogénea en toda el area observada. Estos filamentos no se observaron en los

CLLCs_control por lo que se consideré que debian ser fibras de FmocFF-SWCNTS.
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Figura 17. Imagenes SEM de CLLCs cortados por el eje X: A) vista general CLLC_control; B) detalle
CLLC_control; C) vista general CLLC_HH-500; D) detalle CLLC_HH-500.

4.7.2. TEM.

Se realizaron imagenes TEM de secciones internas de los CLLC_HHSs y se pudieron observar
manchas negras circulares de varios nm de didmetro que fueron atribuidos a haces de SWCNTs
(Figura 18). Al igual que ocurria en SEM para las fibras en la zona de corte, las manchas

observadas por TEM presentaban una distribucion homogénea en toda el area observada.
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Capitulo 3
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Figura 18. Imagenes TEM de secciones internas de CLLCs: A) CLLC_ control; B) CLLC_HH-100; C)
CLLC_HH-250; D) CLLC_HH-500.

Con las observaciones de SEM y TEM se pudo concluir que los SWCNTSs estaban distribuidos
homogéneamente por todo el volumen de los CLLC_HHSs en forma de haces de nanotubos.

4.7.3. Anélisis topografico por AFM.

La topografia de los cristales de proteina fue analizada por AFM (Figura 19). El analisis de
rugosidad demostro que no habia diferencias significativas entre las distintas muestras, siendo el
valor de rugosidad (altura promedio de los elementos que estan por encima de la superficie plana)
en torno a 3.3 nm en todos los casos. Este hecho sugiere que practicamente la totalidad de los
SWCNTSs estaban contenidos dentro del cristal de proteina demostrando que la cantidad de
SWCNTSs que sobresalia de los cristales era insignificante.
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Obtencion de cristales de lisozima reforzados con nanotubos
de carbono cataliticos y conductores de la electricidad

Figura 19. Imagenes topograficas de AFM tomadas de la superficie de los CLLCs: A) CLLC_control; B)
CLLC_HH-100; C) CLLC_HH-250; D) CLLC_HH-500.

4.8. Estudio de las interacciones entre proteina y FmocFF-SWCNT en

cristales hibridos lisozima-FmocFF-SWCNT.

4.8.1. Estudio por FTIR.

Todos los cristales fueron analizados por FTIR para determinar el efecto de la presencia de los
SWCNTSs sobre la estructura secundaria de la lisozima (Figura 20). En los espectros de los
distintos SWCNT@CLLCs se observaron las bandas amida I (1654 cm™) y amida 1l (1535 cm™?)
caracteristicas de las proteinas. No se detectaron desplazamientos en estas bandas con respecto a
FmocFF@CLLCs. Este resultado indica que la estructura secundaria de la proteina apenas se vio
afectada por la presencia de SWCNTSs.
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Figura 20. Espectros FTIR de CLLCs.

4.8.2. Estudio por microscopia Raman.

En los espectros Raman de los CLLCs_HHSs se observé un desplazamiento hacia nimeros de onda
mayores en la banda G* correspondientes a los SWCNTs (por encima de 1595 cm™), en
comparacion con los hidrogeles FmocFF-SWCNT (Figura 21). Este desplazamiento extra se pudo
relacionar con una interaccion adicional entre los SWCNTs y los grupos aromaticos o
hidrofébicos de la proteina que actuarian como dopantes aceptores de carga (ver apartado 4.4.3).
De estos resultados, se pudo deducir a priori, que existia una interaccion directa entre los
SWCNTSs vy los grupos aromaticos de FmocFF y de la proteina por separado, y que ambas
interacciones provocaron un efecto sinérgico modificando las propiedades eléctricas de los
SWCNTSs convirtiéndolos en semiconductores p-dopados. Tal como se coment6 en el apartado
4.6, resulta interesante, que el contacto directo existente entre la lisozima y los SWCNTSs no
dificulte el proceso de cristalizacion ni afecte a la calidad de los cristales (como se vera méas

adelante en el apartado 4.9).
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Figura 21. Espectros Raman de SWCNTSs comerciales (negro), disolucién basica de SWCNTs 0 SWCNT-
sol (gris) y CLLC_HH-500 (azul).

4.9. Estudio cristalogréfico de cristales hibridos.

Se realizaron experimentos de difraccion de rayos X con radiacion de sincrotron para analizar el

efecto de la incorporacion de SWCNTSs dentro de los cristales de lisozima sobre las propiedades

cristalograficas de los cristales no entrecruzados (LCs). En la Tabla 2 se enumeran los valores

obtenidos para los parametros cristalograficos mas relevantes.

Tabla 2. Valores de pardmetros cristalograficos obtenidos por difraccién con radiacion de sincrotron.

CRISTAL LC HH-100 LC _HH-250 LC HH-500
Grupo espacial P4:2:2 P4;2:2 P4;2,2
Celdilla unidad 78.61, 36.99 78.65, 36.99 78.86, 37.05
a=b, ¢ (A)
Resolucion (A)* 39.28-1.20 39.30-1.20 39.43-1.20
(1.22-1.20) (1.22-1.20) (1.22-1.20)
Rierge™ (%) 6.8 (65.5) 9.5 (70.3) 6.2 (57.0)
I/o()* 20.1 (4.4) 15.2 (4.2) 24.0 (4.8)
B-factor (A?) 10.6 9.1 9.6
Mosaicidad (°) 0.47 0.30 0.29

* Los valores entre paréntesis se corresponden con los de la capa de alta resolucion.
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Siguiendo criterios de calidad estandar, en todos los casos, los cristales difractaron con un limite
de resolucion muy alto, inferior a 1.2 A en todos los casos, y presentaron valores de B-factor
(factor de movilidad térmica o factor térmico) en el rango de 10 A?, valores comparables a los
descritos para los cristales de mejor calidad obtenidos dentro de hidrogeles supramoleculares

basados en péptidos.1%

La mosaicidad fue menor en todos los CLLC _HHs que en los cristales de lisozima control
crecidos en FmocFF (CLLC control).!® Teniendo en cuenta que la mosaicidad es un valor
relacionado con el orden interno de un cristal, y que la mosaicidad fue tanto menor a medida que
aumentaba la concentracion de SWCNTSs, se puede decir que los cristales con SWCNT tenian
mayor orden interno que el cristal control. Esta observacion se correlaciona con un ligero
incremento de las dimensiones de la celdilla unidad a medida que se aument6 la concentracion de
SWCNTSs, lo que a su vez sugiere la existencia de interacciones entre la lisozima y los SWCNTSs,
tal como se concluy6 de los experimentos de microscopia Raman (apartado 4.8.2). Otra
conclusion derivada de estos datos es, que mientras que las fibras peptidicas no afectaron al orden
interno del cristal cuando estaban ocluidas en su interior, los SWCNTSs si que tuvieron un efecto,

incluso cuando la concentracion era baja.

4.10. Estudio de la estabilidad térmica de CLLCs.

Tras someter a los CLLCs a TGA se observaron los cuatro pasos de pérdida de masa (Figura 22A)
descritos previamente para cristales de lisozima'®®!" practicamente idénticos en todos los
cristales. La Unica diferencia observable se pudo encontrar en la velocidad de descomposicion
térmica entre 400 y 500 °C que fue mas rapida a medida que se incrementaba la concentracién de
SWCNTSs. Este hecho tiene sentido debido a que esa es la temperatura en la que comienza la

descomposicion térmica de los SWCNTSs. 19t

Se emple6 DSC (Figura 22B) para determinar la temperatura de desnaturalizacion de la lisozima
en todos los tipos de cristales, y no se observé una influencia clara de la concentraciéon de
SWCNTSs. Sin embargo, si se pudo comprobar que la temperatura de desnaturalizacion fue en
torno a 208 °C en los CLLCs, una temperatura de desnaturalizacion muy superior a la de la

lisozima en disolucion (60 °C).
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Figura 22. Andlisis térmicos de CLLCs: A) TGA; B) DSC.

4.11. Estudio de las propiedades mecanicas de CLLCs.

Una vez se demostr6 la inclusion efectiva de los SWCNTSs dentro de los cristales de lisozimay la
existencia de una posible interaccion entre ellos, se planted la posibilidad de que la inclusién de
nanotubos diese lugar a una modificacion en las propiedades mecénicas de los cristales. Para tratar
de resolver esta cuestion se analiz6 la dureza de la superficie de los cristales mediante AFM en
modo PinPoint™. Con esta técnica se pueden obtener valores del médulo de Young (médulo
elastico) de la superficie que se escanea con la punta del AFM. Los valores obtenidos con esta
técnica no pueden considerarse como cuantitativos sin un material de referencia. En caso de usarse
la misma punta para estudiar todas las muestras, los valores de médulo de Young pueden

considerarse como relativos entre ellos.

1.5
1
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0

BCLLC_control m CLLC_HH-100 = CLLC_HH-250 m CLLC_HH-500

Mddulo de Young RELATIVO

Figura 23. Representacion del médulo de Young relativos de los CLLCs obtenidos en funcién de la

concentracién de SWCNTs medidos por AFM en modo PinPoint™.
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Al analizar la superficie de los cristales con la misma punta de AFM se obtuvieron los valores de
maodulo de Young representados en la Figura 23 en una escala relativa. Considerando el médulo
de Young como un valor relacionado con la dureza de un material, se encontré que los CLLCs
eran tanto mas duros conforme aumentaba la concentracion de SWCNTSs, siendo el cristal
CLLC_HH-500 el doble de duro que el cristal control (CLLC_control). Este resultado sugiere la
existencia de una interaccién entre los SWCNTSs con las moléculas de proteina y no solo con las
fibras de péptido, tal como se observé previamente por espectroscopia Raman y por el analisis
cristalografico (apartados 4.8.2 y 4.9 respectivamente). Se puede intuir que los SWCNTS estaban
actuando como agentes de entrecruzamiento entre la proteina y el hidrogel, provocando asi una

interaccidn sinérgica que se tradujo en un aumento en la dureza de los cristales.

4.12. Estudio de la capacidad catalitica de CLLCs.

Es conocido que los cristales entrecruzados de enzimas (CLECs del inglés Cross-Linked Enzyme
Crystals) son capaces de retener su actividad enziméatica mejorando considerablemente la
estabilidad de los enzimas, abriendo asi la posibilidad de emplearlos en condiciones mas drasticas
y a escala industrial.*® En este sentido se decidi evaluar la activada catalitica de estos cristales
con el fin de determinar la influencia de los SWCNTSs en la misma.

Para alcanzar el objetivo planteado, se siguid el procedimiento descrito en el apartado 3.6 de
Materiales y Métodos, consistente en la medida de la evolucién de la fluorescencia en la
degradacion de 4-MU-GIcNAc3 (sustrato) a 4-MU (producto) (Figura 3). Este procedimiento se
basa en que el sustrato no es fluorescente mientras que el producto de hidrdlisis si lo es, de este
modo se puede determinar la actividad catalitica midiendo la fluorescencia emitida por el

producto de degradacién enzimatica (tomando como referencia la autodegradacion del sustrato).

Siguiendo el protocolo mencionado, se analizd la actividad catalitica de cristales entrecruzados
de lisozima crecidos por difusion de vapor (CLLC_VD), los CLLC_control y los CLLC_HHs, a
42 °C, tal como se indica en el protocolo estandar. Como resultado de este experimento se
concluyd que todos los cristales entrecruzados mantenian la actividad catalitica y que ademas esta

era similar en todos los casos como puede observarse en la Figura 24 (color azul).
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Figura 24. Representacién de la actividad catalitica a 42 °C (azul) y 92 °C (granate) en CLLC VD
(rombos), CLLC_control (cuadrados huecos) y CLLC_HHs (cuadrados so6lidos).

Tras comprobar el mantenimiento de la actividad enziméatica a 42 °C y después de haber
comprobado que la temperatura de desnaturalizacion de los cristales entrecruzados estaba en torno
a 208 °C (medido por DSC, ver apartado 4.10), se decidi6 analizar la actividad catalitica a 90 °C
ya que es la temperatura mas alta que permiten los experimentos en disolucion acuosa a 1 atm. El
resultado obtenido fue sorprendente ya que mientras que la actividad de la lisozima en disolucién
y de los CLLC_VD era inexistente a 90 °C (tal como era de esperar porque la lisozima se
desnaturaliza a 60 °C), los CLLC_control y los CLLC_HHs no solo mostraron actividad a 90 °C,
si no que se incrementd respecto a la observada a 42 °C. Este comportamiento solo se puede
explicar por un incremento drastico de la estabilidad funcional mantenida por la naturaleza
compuesta del material ya que hasta donde se conoce, esta es la primera vez que se observan
CLLCs cataliticamente activos a temperaturas tan elevadas y a diferencia de los reportados hasta

la fecha, los cristales que aqui se describen tienen naturaleza hibrida.

4.13. Medida de propiedades eléctricas de CLLCs.

Como se ha ido comentando a lo largo de la presente tesis doctoral, el disefio de un material
hibrido o compuesto, tiene como objetivo la obtencion de un material nuevo con propiedades
nuevas 0 mejoradas resultado de la interaccion entre materiales. Hasta este punto, combinar
cristales de proteina (lisozima) con hidrogeles FmocFF-SWCNT, ha dado lugar a la obtencién de

cristales hibridos mas duros y con actividad catalitica a temperatura mas alta de la observada para

111



cristales no compuestos. Por Ultimo, y teniendo en cuenta las excelentes propiedades conductoras
de la electricidad de los SWCNTSs, se decidié evaluar la capacidad conductora de estos cristales
hibridos. En este sentido se registraron las curvas de intensidad-voltaje (I-V) para los distintos
CLLCs a temperatura ambiente y a vacio en configuracion de “sandwich” (ver Materiales y
Métodos, apartado 3.19). Mientras que no se observd paso de corriente en el cristal control
(CLLC control) ni en los CLLC_HH-100, si que se observé una conduccion de 0.5 nS en los
CLLC_HH-250 y una conductividad por encima de los 600 nS en los CLLC_HH-500 (Figura
25). La primera conclusion derivada de estos resultados fue que efectivamente, los SWCNTs

dotaban de conductividad eléctrica a los CLLC_HHs.
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Figura 25. A) Representacion grafica de las curvas I-V medias para los CLLC_HHSs en configuracion de

“sandwich”. B) Valores de conductancia de los CLLC_HHs obtenidos de las pendientes de las curvas I-V.

El incremento notable (de hasta dos érdenes de magnitud) de la conductividad entre CLLC_HH-
250 y CLLC_HH-500 indic6 que el umbral de percolacion de conductividad (la concentracion
minima de SWCNTSs a partir de la cual se forma una conectividad necesaria para que ocurra la
conduccion a través del cristal) debia estar en torno a una concentracion de nanotubos por debajo
de 0.2 mg-mL™, es decir, por debajo de 0.02% en peso. Este valor estd muy por debajo del umbral
de percolacion encontrado cominmente en materiales compuestos polimero-CNT.*** Merece la
pena destacar que la conductividad observada en CLLC_HH-500 fue mucho mayor que la

encontrada para CLLCs cargados con polipirrol.’

Para confirmar las observaciones obtenidas con las curvas de I-V, se realizaron mapeos de la
conduccion de corriente a través de los CLLC_HHs por AFM de conduccion (c-AFM) (Figura
26). Con estas medidas se pudo comprobar que en la superficie de los cristales conductores habia
puntos de alta conductividad distribuidos por una superficie no conductora. Estos “puntos

conductores” no se observaron en los CLLC control ni en los CLLC_HH-100. Los resultados de
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c-AFM confirmaron que la conduccion eléctrica ocurria a través de canales de conduccion

compuestos por SWCNTSs que atravesaban totalmente los cristales de lisozima.
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Figura 26. Mapas de conductividad c-AFM de (A) CLLC_HH-250 observado a 10 V y (B) CLLC_HH-
500 observado a -5 V. El area de cada imagen es de 5 um x 5 um. C) Representacion de las curvas I-V
locales tomadas en los puntos de conductividad de CLLC_HH-250 (verde) y CLLC_HH-500 (azul).

Tras hacer un mapeo de conduccion se registraron las curvas |-V de los puntos conductores
empleando la punta de C-AFM. Los cristales CLLC_HH-500 mostraron un comportamiento
6hmico tipico, mientras que los CLLC_HH-250 presentaron una conduccién muy poco lineal
como puede observarse en la Figura 26C. Un comportamiento similar se puede encontrar en
trabajos publicados de materiales hibridos polimero-CNT,*" y se justifica como resultado de la
existencia de barreras de efecto tunel a lo largo del canal de conduccién cuando la concentracion
de SWCNTs es baja, cerca del umbral de percolacion. Cuando se incrementa la cantidad de
SWCNTs en el canal se producen mas contactos directos entre los nanotubos lo que resulta en
una disminucién de la resistividad. La baja resistividad de los contactos SWCNT-SWCNT se
manifiesto también por la baja barrera de activacion al voltaje umbral de activacién (0.015 eV)
observada en los CLLC_HH-500.

Para estudiar la isotropia o anisotropia de la conductividad a través de los CLLC_HH-500 se
realizaron mapeos de c-AFM de cristales cortados en la direccion del eje X y del eje Z. Los valores
obtenidos fueron similares entre siy a los medidos en el cristal entero, por lo que se puede concluir
que la conductividad eléctrica era isétropa en estos materiales. Estos resultados también
confirman que los SWCNTSs estaban distribuidos homogéneamente en el interior de los cristales

de lisozima convirtiéndolos en semiconductores 3D.
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5. Conclusiones.

1. Se han conseguido preparar y caracterizar hidrogeles supramoleculares hibridos de FmocFF y
SWCNTs.

2. Se han conseguido obtener cristales de lisozima de calidad en el interior de los hidrogeles

hibridos demostrandose la incorporacién efectiva de los SWCNTSs en el interior de los cristales.
3. Se han caracterizado las propiedades mecénicas, cataliticas y eléctricas de los cristales hibridos

lisozima-SWCNT comprobandose que la hibridacién ha resultado en cristales mas duros, con

actividad catalitica mejorada y conductores de la electricidad.
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Capitulo 4:

De la mineralizacién biomimética
de magnetita en hidrogeles
supramoleculares a
nanoparticulas hibridas
magnetita-lisina






1. Introduccion.

1.1. Nanoparticulas de magnetita: descripcion y aplicaciones.

La magnetita es un sélido ferromagnético con férmula FesO4 en la que los iones de hierro se
encuentran en una relacién 1Fe?*: 2Fe®. Tiene estructura de espinela inversa en la que los iones
Fe3* puede ocupar huecos octaédricos y tetraédricos, mientras que el Fe?* solo pueden localizarse

en huecos octaédricos.'®

La magnetita se puede encontrar en la naturaleza en diversos tipos de rocas y sedimentos.
También es posible encontrar magnetita en el interior de varios seres vivos donde puede cumplir
varias funciones. Por ejemplo, se puede encontrar en bacterias magnetotacticas,*® en algas del
género Anisonema,?® en la mariposa monarca,?®* en la tortuga verde,?°? en el pico de las palomas
mensajeras,?® en peces,? en las abejas,?® en anfibios y reptiles,?°? e incluso en el cerebro de
algunos simios incluyendo los humanos.2%%27 Una de las funciones principales que cumple la
magnetita en los organismos mencionados es la de dotarles de la capacidad de orientarse con el

campo magnético de la tierra, algo muy importante en animales migratorios.

Las nanoparticulas de magnetita (MNPs del inglés Magnetite Nanoparticles) han demostrado ser
de gran utilidad en diversas aplicaciones tecnoldgicas,?®2%° como son el almacenamiento de
informacién, la fabricacién de tintas magnéticas para cifrar informacién o en la produccién de
ferrofluidos.2*#2 Estos Gltimos son suspensiones coloidales estables de nanoparticulas
ferromagnéticas, como es el caso de la magnetita. Cuando se aplica un campo magnético a un
ferrofluido, este se ve afectado por el campo magnético como si fuese un todo, es decir, es el
fluido en su totalidad el que se atrae y alinea con el campo. Gracias a sus propiedades
excepcionales, con estos materiales se han conseguido fabricar lubricantes para cojinetes en la
industria aeroespacial, ya que, mediante confinamiento magnético, se puede evitar la evaporacion
del lubricante, algo que ocurriria en caso de utilizar aceites.?!® Los ferrofluidos también se han
empleado de forma similar como amortiguadores de discos duros y centrifugas gracias a que con
la aplicacion de un campo magnético se puede conseguir la modificacion de sus propiedades
mecanicas y servir como sistema de amortiguamiento de vibraciones o para detener la rotacién
del eje. Una de las aplicaciones mas destacadas en la actualidad de estos materiales, es su empleo
en biomedicina, en diagnosis, como agente de contraste en resonancia magnética de imagen
(MRI), en el tratamiento mediante hipertermia, ademéas de como transportadores de farmacos en

tratamientos quimioterapéuticos dirigidos.?'42
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La aplicabilidad de las MNPs como “nano-transportadores” en biomedicina, viene determinada
por varias caracteristicas relacionadas con la biocompatibilidad y el magnetismo. Uno de los
requisitos mas importantes es que sean superparamagnéticas a temperatura ambiente y a
temperaturas mas elevadas, o lo que es lo mismo, que a dichas temperaturas sean capaces de
orientarse y atraerse por un campo magnético aplicado haciendo posible guiarlas a través del
organismo hasta el lugar objetivo, y que se comporten como “no magnéticas” en ausencia de un
campo magnético externo, evitdndose asi su agregacién. En nanoparticulas de magnetita
cristalina, la eficiencia de su respuesta ante un campo magnético externo viene determinada por
el momento magnético por particula que esta directamente relacionado con el tamafio. Por ello,
es importante que las MNPs sean de un tamafio adecuado para que puedan responder
eficientemente a un campo magnético externo y poder guiarlas a través de un organismo vivo.?¢-
218 E] tamarfio también es importante en lo referente a su aplicacion en tratamientos de hipertermia,
ya que el calor generado por unidad de masa de MNPs, con la aplicacién de un campo magnético
alterno, esta directamente relacionado con la cantidad de hierro de las particulas.?421521% Eg
importante que las MNPs tengan el tamafio adecuado para conseguir la temperatura necesaria
introduciendo en el organismo la menor cantidad posible de nanoparticulas. Finalmente, otra
caracteristica importante de estas nanoparticulas para su aplicacién en biomedicina, es que deben
tener una composicion superficial que las biocompatibilice en el sentido de que el recubrimiento
evite su degradacion, bloquee la adsorcion de moléculas no deseadas, impida su agregacion y
dificulte o facilite su endocitosis en funcion del objetivo de las MNPs. En el caso de su empleo
como nano-transportadores el recubrimiento debe favorecer el transporte y liberacién de

moléculas de interés mediante estimulos externos como puede ser un cambio de pH.220-222

1.2. Métodos de produccién de nanoparticulas de magnetita.

En la actualidad existe una amplia variedad de métodos para producir MNPs, cada uno con ciertas
restricciones impuestas por las condiciones de reaccion y las caracteristicas de las MNPs que se
obtienen. La metodologia que se emplea viene condicionada principalmente por la aplicacién que

se les vaya a dar a las MINPs,215223.224
La metodologia clasica y mas extendida es la coprecipitacion en agua de iones Fe*" y Fe** en una
relacion estequiométrica 2:1 respectivamente, a pH alcalino comprendido entre 8 y 14, y en

medios no oxidantes.?? La reaccion de coprecipitacion sigue la siguiente ecuacién quimica:

Fe?* + 2Fe®* + 80H - Fes04 + 4H,0
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Esta metodologia tiene la ventaja de ser muy simple y barata, permitiendo su escalado industrial.
Sin embargo, tiene el inconveniente de que no es posible conseguir un gran control sobre la
distribucion de tamafio de las MNPs. Aun asi, se puede ejercer cierto control en el tamafio
ajustando el pH, la fuerza i6nica del medio, la temperatura, el tipo de sales y la relacion de
concentraciones [Fe**]/[Fe?*].22¢ Empleando coprecipitacion también se puede conseguir cierto
control en el tamafio y/o en la composicion superficial de las particulas, afiadiendo compuestos
organicos como aditivos capaces de formar quelatos con los iones de hierro. Por ejemplo,
afiadiendo polivinilalcohol (PVA) y dextrano al medio de coprecipitacion se ha conseguido
modificar el tamafio y polidispersidad de las MNPs, obteniéndose particulas mas peguefias y con
una distribucién de tamafio mas estrecha que en los controles correspondientes siendo estos
tamafios 7 + 2.28 nm en el control, y 4.11 + 0.85 nm y 5 + 1.30 nm cuando se afiadia dextrano o
PVA, respectivamente. Otra peculiaridad de afiadir estos aditivos en la coprecipitacion fue la
obtencion de agregados de particulas cuando se empleaba dextrano, y filamentos de particulas
cuando se usaba PVA, indicando que el grado de plegamiento del polimero afiadido también tiene
un efecto en el grado de agregacion de las particulas.??” Utilizando acido oleico como aditivo se
ha conseguido obtener un control sobre el tamafio y la morfologia de las MNPs, obteniéndose
particulas esféricas mas grandes que en los controles, ademas de con un recubrimiento de acido
oleico capaz de minimizar la agregacion y permitiendo, por lo tanto, una mayor estabilidad
coloidal.??® Afadiendo acido citrico al medio de mineralizacion también se ha conseguido obtener
MNPs recubiertas del aditivo, haciéndolas en este caso, mas hidréfilas.??® Otra clase de aditivo
interesante son las alcanolaminas que pueden actuar simultdneamente como base (en sustitucién
de por ejemplo el hidroxido sédico o el amoniaco) y como quelantes del hierro, haciendo posible

tener control sobre el tamafio de las MNPs, obteniéndose MNPs méas pequefias.?*

La sintesis hidrotérmica consiste en sintetizar las MNPs en agua mediante la hidrolisis y
oxidacion/neutralizacion de sales o hidroxidos de hierro a presiones y temperaturas elevadas.?3:2%2
En estos procesos los parametros mas importantes que controlan el tamafio de las MNPs son la
cantidad de disolvente, la temperatura y el tiempo. En la practica se suele controlar el tamafio
cambiando la temperatura y manteniendo constante el resto de pardmetros. Por ejemplo, al
calentar una disolucion acuosa de cloruro ferroso (FeCl,) e hidrato de diamina (H4N2-H20), este
Gltimo actdia como oxidante del Fe?* formando Fe** con el que obtener magnetita. Calentando
durante 6 horas se pueden obtener MNPs de 25 nm al calentar a 100 °C, o de 40 nm al calentar a
140 °C.%! Otra via térmica de obtencién de MNPs es la que se da por descomposicion de
precursores organicos como pueden ser el carbonilo de hierro (Fe(CO)s) que al calentarlo a reflujo
en mezclas éter octilico/acido oleico y posterior oxidacion con aire, se descompone dando lugar
a MNPs esféricas de 19 nm con una excelente distribucion de tamafio.?®® También se puede

destacar el caso del acetilacetonato de hierro (Fe(acac)s) cuya descomposicion térmica en 2-
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pirrolidona a reflujo (actia como disolvente y estabilizante mediante su coordinacion con el
hierro) da lugar a MNPs monodispersas de 5 nm solubles en agua.?** Mediante el calentando a
reflujo Fe(acac)s; en mezclas de éter fenilico/alcohol/acido oleico/oleamina se ha conseguido tener
un control excelente sobre el tamafio de las MNPs obtenidas, pudiéndose producir particulas
monodispersas en el rango de 3 a 20 nm.?* También se han descrito precursores inorganicos como
el cloruro férrico (FeCls), cuya descomposicion térmica en 2-pirrolidona a reflujo da lugar a
MNPs con tamafios promedio de 4, 12 0 60 nm en funcidn de si se mantiene a reflujo durante 1,
10 o 24 horas (respectivamente), pasando de geometria esférica a clbica con el aumento en el
tiempo de calefaccion.?®® Pese a la posibilidad de tener un gran control en el tamafio de las MNPs,
la descomposicion térmica de precursores tiene el inconveniente de la necesidad de emplear

disolventes organicos contaminantes y temperaturas elevadas.

Una metodologia de sintesis de MNPs de gran interés es la mineralizacion en ambientes
confinados, es decir, llevar a cabo la reaccion de sintesis en el interior de estructuras quimicas
nanoscopicas restringiendo asi el tamafio de las particulas. Estos protocolos podrian considerarse
como una adaptacion de las metodologias expuestas anteriormente ya que se basan en realizar los
distintos tipos de reacciones vistos, pero en ambientes confinados. Se han descrito multitud de
alternativas de esta metodologia pudiéndose destacar algunas de ellas como por ejemplo la sintesis
en emulsiones de agua en disolventes apolares mediado por surfactantes, "4 en “cajas” de
apoferritina, 222 con dendrimeros,® ciclodextrinas®*4?% o también, en membranas
fosfolipidicas capaces de formar vesiculas (magnetoliposomas).?*24 Empleando estas
estrategias se puede llegar a conseguir un buen control sobre el tamafio y recubrimiento de las
MNPs. También dentro de esta categoria de metodologias se puede incluir la de coprecipitacion
en hidrogeles poliméricos?® como pueden ser hidrogeles de poliestireno-poliacrilato,?®
quitosano,®%252 celulosa y quitosano,?® o poliacrilamida.?>* La mineralizacion en estos tltimos
casos se da en el interior de los poros de la estructura tridimensional de los geles mediada por la

interaccién entre los iones de hierro y los grupos funcionales del polimero que constituye el gel.

Recientemente ha cobrado un gran interés la sintesis de MNPs mediante aproximaciones
biomimeéticas, o lo que es lo mismo, aproximaciones en las que la mineralizacion se da en agua,
a temperatura ambiente y mediada por un sustrato de origen biol6gico, emulando asi las
condiciones en las que ocurre la mineralizacion en los seres vivos (biomineralizacién). Estas
condiciones son completamente respetuosas con el medio ambiente y su desarrollo seria de gran
interés en la produccion industrial de MNPs. El interés en esta via de mineralizacion radica en el
conocimiento de que en el magnetosoma (organulo en el que se produce magnetita) de las
bacterias magnetotacticas se producen nanoparticulas de magnetita monocristalinas

superparamagnéticas, de gran tamafio (50 nm) y con una excelente homogeneidad en la
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morfologia y distribucion de tamafio.'*® Aunque en principio se podrian emplear cultivos de estas
bacterias para producir MNPs de calidad, la cantidad que se puede obtener es demasiado baja
como para ser una via de produccién escalable. Para solventar este problema, se han hecho
grandes esfuerzos en el estudio de las proteinas que median en el proceso de biomineralizacion
en estas bacterias para asi poder sintetizarlas mediante la tecnologia del ADN recombinante y
emplearlas como aditivo en la produccion de MNPs a mayor escala. Se ha descubierto que las
proteinas del magnetosoma, Mms6 y MamC, son mediadoras del proceso de biomineralizacién
estabilizando las nanoparticulas y mediante el efecto “plantilla” que ejercen los grupos
carboxilato de sus aminodcidos constituyentes (acido glutdmico, acido aspartico y C-terminal),
capaces de quelar el hierro de forma epitaxial a la magnetita, o lo que es lo mismo, los iones de
hierro se encuentran separados unos de otros al unirse a las proteinas por la misma distancia que
los separa en un cristal de magnetita. Empleando estas proteinas como aditivo en sintesis por
coprecipitacién de magnetita se ha conseguido controlar el tamafio y distribucion de los
cristales,?5-2%" [legandose a alcanzar nanoparticulas de hasta 60 nm usando MamC.257-2%° También
se han empleado poliaminoacidos o péptidos de origen sintético como aditivos para la produccion
biomimética de MNPs demostrandose que ejercen un efecto sobre la nucleacion y el crecimiento
cristalino de las particulas, regulando su tamafio y morfologia.?°-2%2 Siguiendo esta estrategia de
mineralizacion con péptidos, y con intencién de emular la biomineralizacion en las bacterias
magnetotacticas, se han sintetizado artificialmente péptidos que mimetizan partes de la proteina
Mms6. Con estos experimentos se pudo determinar que, cuando se empleaba el péptido
correspondiente al extremo C-terminal de Mms6, se obtenian MNPs con la misma morfologia
octaédrica que las producidas por biomineralizacion, aunque no con el mismo tamafio.?®? En
estudios de mineralizacion biomimética con cadenas largas de poliaminoacidos, se ha
determinado que el principal regulador de la mineralizacién con estos aditivos, es la proporcion
de aminoacidos con grupos carboxilato en la cadena lateral (glutamico y aspartico) debido a su
efecto estabilizador de los iones de hierro. En los mismos estudios también se ha comprobado que
las cadenas de poliaminoacidos que contienen grupos amonio o guanidinio (lisina y arginina)
permanecen adheridas a las MNPs. Este Gltimo hecho ha podido emplearse para regular la
dispersion/precipitacion de las nanoparticulas mediante la protonacion/desprotonacion de los

residuos de lisina o arginina de los poliaminoacidos.26%261

1.2.1. Limitacién del escalado en la produccién de MNPs para aplicaciones

biomédicas.

Tal como se comento en el apartado 1.1, las MNPs (tiles para aplicaciones biomédicas deben
cumplir ciertos requisitos como son: ser superparamagnéticas, tener el tamafio apropiado para

responder con efectividad a los campos magnéticos y tener un recubrimiento que las

121



biocompatibilice, y en caso de emplearse como nano-transportadores, su superficie debe servir
para transportar moléculas que posteriormente se liberen mediante un estimulo. En la actualidad,
no se conoce ningun protocolo sintético escalable industrialmente con el que obtener MNPs que
retinan todos los requisitos técnicos expuestos y, de los pocos protocolos publicados en los que
se consigue un control sobre el tamafio y/o la composicién superficial, ninguno de ellos son
métodos econdmicamente asequibles y/o respetuosos con el medio ambiente con los que escalar
la produccion de magnetita a nivel industrial. Como se ha visto anteriormente, muchos de estos
protocolos requieren de la utilizacion de disolventes organicos y altas temperaturas, 1o que genera
una gran cantidad de productos toxicos.?1%223224263 De entre los métodos que no son
contaminantes, la coprecipitacion en agua es uno de los preferidos para la produccion a gran
escala de las MNPs, ya que es un método efectivo en coste y tiempo, ademéas de escalable
industrialmente. Sin embargo, con estos protocolos no se puede ejercer un gran control sobre el
tamafio y por extension, sobre las propiedades magnéticas. Las MNPs obtenidas por
coprecipitacién a temperatura ambiente suelen ser altamente polidispersas con un tamafio
promedio de cristal que puede oscilar entre los 5 y los 20 nm, por lo que son demasiado pequefias
para actuar como nano-transportadores y, ademas, no poseen una superficie

biocompati ble.215,218,224,225,230

Los inconvenientes expuestos anteriormente se traducen en la necesidad de disefiar métodos
novedosos de coprecipitacion que permitan un control sobre el tamafio de las particulas y sus
propiedades magnéticas, junto con la posibilidad de funcionalizar sus superficies y que se realicen
en condiciones benignas con el medio ambiente. En este contexto, un método prometedor es la
aproximacién biomimética realizada en agua a temperatura ambiente utilizando proteinas del
magnetosoma de bacterias magnetotacticas (Mms6 y MamC) o con poliaminoacidos. Pese a las
ventajas de estas estrategias, el empleo de proteinas o poliaminoacidos supone un coste demasiado
elevado, haciendo poco factible su escalado industrial. Por tanto, la busqueda de nuevos aditivos
mas econdmicos capaces de controlar el tamafio de las MNPs en condiciones biomiméticas es un

objetivo deseable.

2. Planteamiento y objetivos.

Las proteinas y los poliaminoacidos en disolucion tienen grandes similitudes con los hidrogeles
supramoleculares basados en péptidos en cuanto a su composicion y estructura. Debido a estas

similitudes, y a que las proteinas y poliaminoacidos son hasta la fecha las mejores alternativas
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para la mineralizacion biomimética de MNPs, podria ser interesante estudiar la mineralizacion
biomimética en el interior de dichos hidrogeles. Debido a las caracteristicas difusivas de los
hidrogeles supramoleculares peptidicos, junto con su flexibilidad en lo referente a su composicion
guimica y su biocompatibilidad (Capitulo 1, apartado 1.3), podrian ofrecer grandes ventajas en la
mineralizacion biomimética de MNPs con aplicaciones en biomedicina. Ademas, estos péptidos
al ser moléculas muy simples son muy baratos, lo que permitiria desarrollar un protocolo de

produccién de MNPs mas econémico que los dos métodos anteriores.

Hasta la fecha, no se han descrito metodologias de produccion de magnetita empleando hidrogeles
supramoleculares y aunque si que existen precedentes sobre el empleo de hidrogeles
macromoleculares, los resultados obtenidos no han sido suficientemente satisfactorios. Estos
hechos suponen gue el reto de mineralizar magnetita en el interior de hidrogeles supramoleculares
peptidicos seria una tarea compleja. En este sentido, se decidio llevar a cabo un estudio preliminar
sobre la influencia que pudieran ejercer aminoécidos en disolucion en procesos de mineralizacion
de magnetita en condiciones biomiméticas, es decir, en agua y a temperatura ambiente. Con la
informacion obtenida de estos experimentos podria hacerse un disefio racional de la composicién

de los hidrogeles supramoleculares peptidicos con los que ensayar la mineralizacion.
En este sentido se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Disefiar y aplicar una metodologia de mineralizacién de magnetita en presencia de aminoacidos

en condiciones biomiméticas.

2. Estudiar el efecto de la presencia de aminoacidos en el tamafio, magnetismo y caracteristicas

superficiales de las MNPs obtenidas en el Objetivo 1.

3. Materiales y métodos.

3.1. Reactivos, disolventes y equipos.

Los reactivos y disolventes empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y se utilizaron sin

purificacion previa.
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Los equipos empleados se especificaran a lo largo del texto escribiendo el modelo en cursiva y la

marca entre paréntesis.

Todos los experimentos de mineralizacidn se realizaron en un volumen final de 50 mL por réplica
y en atmosfera libre de oxigeno en el interior de una cdmara de anaerobiosis “COY” (Coy

Laboratory Products) llenada con nitrégeno al 4% de hidrégeno.

El agua desoxigenada empleada en todos los experimentos se prepard hirviendo agua MilliQ
durante 1 h y después se enfri6 en bafio de hielo a la vez que se burbujeaba nitrégeno. Acto
seguido se introdujo en el interior de la camara COY. Este agua se emple6 para obtener las
disoluciones madre de todos los compuestos empleados: NaHCO3/Na,COs (0.15 M/0.15 M),
NaOH (1 M), Fe(ClO4)2 (0.5 M), FeCls (1 M) y amino&cidos (en forma de clorohidratos).

3.2. Precipitacion de magnetita control.

Los experimentos se realizaron en el interior de una cdmara de anaerobiosis COY para evitar una
posible oxidacién de los productos. La magnetita se dejo precipitar a 25 °C y a 1 atmdsfera
siguiendo el protocolo previamente descrito por Pérez-Gonzalez y colaboradores?®* como se
comenta a continuacién: la sintesis de la magnetita se consiguié después de mezclar y diluir las
disoluciones madre de sales hasta alcanzar la concentracion final de Fe(ClO4). (2.78 mM), FeCls;
(5.56 mM) y NaHCO3/Na,CO3 (3.5 mM/3.5 mM). Se afiadié una disolucién de NaOH para
alcalinizar el medio hasta pH 9 dando lugar al inicio de la precipitacion de magnetita. La
suspensién de nanoparticulas generada se dejé durante un mes antes de ser procesada (ver

apartado 3.4).

3.3. Precipitacién de magnetita en presencia de aminoacidos.

En primer lugar, se pesaron cuidadosamente los aminoéacidos lisina o arginina (en forma de
clorhidrato), se desoxigenaron con ayuda de una corriente de argén e inmediatamente se
introdujeron en la camara COY donde se prepararon disoluciones madre para cada una de las
concentraciones usadas (0.1, 2 o 10 mM de aminoacidos). El volumen apropiado de cada
disolucién de aminoacidos se mezclé con la disolucién para preparar magnetita (descrita en el
apartado anterior) previamente a la adicion de NaOH. Una vez se hubo completado la mezcla, se
inicié la precipitacion de magnetita afladiendo NaOH y se dejé durante un mes antes de ser

procesada (ver apartado 3.4).

124



3.4. Purificacion de sélidos magnéticos.

Los sélidos magnéticos obtenidos en las correspondientes precipitaciones se concentraron con
ayuda de un iman permanente de neodimio y se retird el sobrenadante (decantacion magnética).
El iméan se retird y el sélido se volvid a suspender con agua libre de oxigeno para después volver
a decantarlo magnéticamente. Este procedimiento se repitié tres veces para cada experimento de

precipitacion.

3.5. Imagenes TEM y calculo de distribucién de tamafio.

Las nanoparticulas obtenidas se deshidrataron empleando etanol para luego embeberlas en resina
Embed 812 (Fisher Scientific). El bloque de resina resultante se cortd en secciones ultra delgadas
(de 50 a 70 nm) usando un ultramicrotomo Reichert Ultracut S (Leica Microsystems). Las laminas
obtenidas se depositaron sobre rejillas de cobre de microscopia electronica. La morfologia y
tamafio de particula se analizé6 empleando un microscopio electronico de transmision (TEM)
LIBRA 120 PLUS (Carl Zeiss) y un microscopio TEM de alta resolucion (HRTEM) TITAN G2
(FEI).

A partir de las imagenes TEM se obtuvieron los valores de tamafio de las particulas empleando el
programa ImageJ 1.47. El célculo de la distribucion de tamafio y los calculos estadisticos se
realizaron con el programa Origin pro 9. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, los
tamafios de particula se midieron de multiples imagenes midiendo al menos 1000 nanoparticulas

por cada experimento.

3.6. Medidas de potencial-c.

La carga superficial de las nanoparticulas a distintos pHs se evalu a través de medidas de
potencial-¢ usando un equipo de medida de dispersion dindmica de luz Zetasizer Nano Zs
(Malvern). Todas las muestras objeto de estos estudios se prepararon formando suspensiones
diluidas de particulas en una disolucion 10 mM de NaClO.. El pH de las suspensiones se ajusto a
valores enteros comprendidos en el intervalo de pH 3-8 afiadiendo pequefias porciones de
disoluciones 0.1 M de NaOH o HCl a la vez que se media el pH con ayuda de un pH-metro sension

PH 3 (Hach). Las medidas se realizaron por triplicado a 25 °C usando cubetas desechables.
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3.7. Estudios por TGA.

Los termogramas de los distintos tipos de nanoparticulas de magnetita se obtuvieron a partir de
aproximadamente 10 mg de polvo liofilizado de cada muestra. Las medidas se realizaron en un
equipo TGA/DSC1 (Mettler-Toledo) calentando las muestras desde temperatura ambiente hasta

900 °C a una velocidad constante de calentamiento de 10 °C/min en atmosfera de nitrégeno.

3.8. Medida de propiedades magnéticas.

Las medidas de enfriamiento de campo cero o ZFC-W (del inglés Zero-Field Cooling) y
enfriamiento de campo o FC-C (del inglés Fiel Cooling) se realizaron empleando un
magnetometro de superconduccion de interferencia cuantica (SQUID) de 5 T. Bajo una corriente
suave de argon, una cantidad determinada de polvo de cada muestra se introdujo en una capsula
de policarbonato. Las muestras se enfriaron rapidamente hasta 5 K sin campo aplicado, para asi
preservar la magnetizacion aleatoria de los nanocristales. Acto seguido, se aplic6 un campo
magnético de 500 Oe y las muestras se calentaron a 300 K. Desde ese punto, las muestras se
enfriaron hasta 5 K con el campo magnético activado. Las curvas obtenidas se normalizaron
respecto a la masa de cada muestra para poder establecer comparaciones. Los ciclos de histéresis
magnética se registraron a 5 y 300 K. La temperatura de bloqueo (Tg) de cada muestra se
determind como la correspondiente a la maxima magnetizacién en las curvas ZFC, mientras que
las temperaturas de irreversibilidad (Tir), como la temperatura debajo de la cual las nanoparticulas
superparamagnéticas ya no estaban equilibradas térmicamente (separacion de las curvas ZFC-W
y FC-C).

3.9. Estudios por FTIR.

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se empled un
espectrometro Two FTIR ATR (Perkin-Elmer). Para analizar las muestras, una pequefa porcion
de polvo seco de nanoparticulas se coloco sobre el cristal de diamante del espectrometro donde
se comprimié para luego realizar las medidas. Los espectros se registraron para cada muestra en
el intervalo 1300 a 1800 cm™. Los resultados se expresaron como el promedio de 64

acumulaciones.
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4. Discusioén y resultados.

4.1. Experimentos de mineralizacion biomimética con aminoacidos.

Desde un punto de vista practico, se decidié emplear lisina (Lys) y arginina (Arg) como aditivo
en la mineralizacion de magnetita. Estos dos aminoéacidos se eligieron por su bajo coste,
biocompatibilidad y por su capacidad de interaccionar débilmente con cationes de hierro a pH
basico. En la literatura se pueden encontrar ejemplos del empleo de estos aminoéacidos en
biomineralizacion de MNPs no observandose ninguna influencia en el proceso de
mineralizacion.?®>2%7 Sin embargo, estos aminoacidos pueden tener la capacidad de interaccionar
con iones metalicos a través de una coordinacién de tipo glicina en funcién del pH.28-270 A
diferencia de los métodos publicados en los que el pH en el que se lleva a cabo la mineralizacion
es 14 (o proximo a 14), en el método empleado en este estudio, la mineralizacion se llevo a cabo
a pH 9. A este pH es posible que los aminoacidos actien como quelantes de cationes de Fe
alterando asi la cinética de nucleacion y/o de crecimiento de cristales de magnetita dando lugar a

cristales de tamafio y/o morfologias distintos a los correspondientes controles sin aditivos.

Para comprobar esta hip6tesis se llevaron a cabo experimentos de mineralizacién de magnetita en
presencia de cantidades crecientes de Lys (0.1, 2 y 10 mM) y Arg (0.1 y 2 mM). En todos los
casos estudiados, la presencia de aminodacidos (en las concentraciones indicadas) no modificd el
pH del medio manteniéndose constante a pH 9. En una primera observacién se pudo comprobar
gue habia ligeras diferencias en los primeros instantes de mineralizacion entre el control sin
aditivos y en presencia de Lys en disolucion. Se observd que, mientras que en el control se
formaba un precipitado negro altamente magnético (magnetita) casi instantdneamente tras afiadir
el NaOH, cuando habia lisina presente en la disolucion de mineralizacion, el precipitado negro se
formd mas progresivamente y no era tan magnético (no se atraia fuertemente por un iman) en los

primeros instantes. Este fendmeno no se observo en la mineralizacion con Arg.

Las diferencias observadas en los primeros instantes de la mineralizacion en presencia de Lys
respecto al control llevaron a pensar que la lisina estaba ejerciendo alguna influencia en el proceso
de mineralizacion. Para comprobar esta hipétesis se analizaron los sélidos magnéticos obtenidos

en cada experimento mediante microscopia TEM.
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4.2. Imagenes TEM, HRTEM y medidas de tamafio.
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Figura 1. Imagen TEM de las MNP-control y su distribucion de tamafio (A y B respectivamente). La barra
de escala en A se corresponde con 200 nm.

Tras 30 dias de mineralizacidn se obtuvieron las imagenes TEM de cada una de las condiciones
estudiadas. A partir de las imagenes (Figuras 1, 2 y 4) se midi6 el tamafio de al menos 1000
particulas por muestra para asi obtener una distribucion de tamafio representativa. Como puede
verse en la Figura 3 las nanoparticulas control (MNP-control), es decir, las nanoparticulas
mineralizadas sin aditivos, presentaron un tamafio promedio de 17 £ 7 nm. Las MNPs crecidas en
presencia de distintas concentraciones de Lys (0.1, 2 y 10 mM nombradas como Lys0.1-MNP,
Lys2-MNP y Lys10-MNP respectivamente) mostraron tamafios promedio superiores (desde 21 +
7 229+ 7 nm) a medida que se incrementaba la concentracion de Lys desde 0.1 a 10 mM. Por el
contrario, cuando se analizaron las particulas crecidas en presencia de Arg no se observé un
aumento de tamafio ni por la presencia ni por el aumento de la concentracion de Arg siendo estas
de 16 + 7 y 17 £ 6 nm para concentraciones de Arg iguales a 0.1 y 2 mM respectivamente
(llamadas en adelante como Arg0.1-MNP y Arg2-MNP). Los tamafios promedio de las MNPs
mineralizadas con Arg no eran significativamente distintos a los correspondientes a MNP-control
(Figura 4). Los resultados obtenidos sugieren que el aminoacido Lys modifico la cinética de
nucleacion y crecimiento de magnetita, mientras que Arg no. Tras la realizacion de un test
ANOVA a los tamafios promedio de los cristales, se pudo concluir que existian diferencias

significativas entre las muestras con Lys, entre ellas y con el control.

128



a
=]

40

304
20

10

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50
Tamafio de nanoparticulas (nm) Tamaiio de nanoparticulas (nm) Tamaiio de nanoparticulas (nm)

Porcentaje (%)
o 3 8 8 8 8
Porcentaje (%)
3 8 8 8
Porcentaje (%)

o

Figura 2. Imagenes TEM de nanoparticulas de magnetita y su distribucion de tamafio respectivamente de

(A'yB) Lys0.1-MNP, (Cy D) Lys2-MNP y (E y F) Lys10-MNP. La barra de escala en las imagenes TEM
se corresponde con 200 nm.
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Figura 3. Representacion grafica del tamafio promedio de las nanoparticulas de magnetita en funcion de la
concentracion de Lys afiadida junto con su desviacion estandar.

Una justificacion al fenémeno observado puede deberse atendiendo a las cargas formales de los
aminodcidos al pH del estudio (pH 9). En estas condiciones, la Arg esta cargada positivamente
mientras que la Lys existe principalmente como zwitterion y parcialmente en estado neutro. Por
tanto, era de esperar que los cationes de Fe no se unieran a Arg mientras que si lo pudieran hacer
a Lys. En este escenario, la sobresaturacion del medio disminuiria respecto a la magnetita y, su

nucleacion ocurriria en aquellas regiones en las que los cationes de Fe estuvieran mas
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concentrados por Lys debido a un efecto ionotropico basado en las interacciones entre los iones
de Fe y los grupos funcionales de la Lys.?%8-270 Puesto que la concentracion de hierro es limitada,
en el caso de la mineralizacion con Lys, se formarian menos nicleos de cristalizacion que en los
experimentos control provocando la formacién de cristales mas grandes. El papel que estaria
jugando la Lys seria el de reservorio de Fe que va proveyendo de iones de Fe a medida que el

sistema los necesita para el crecimiento cristalino, permitiendo asi que los cristales crezcan a baja

sobresaturacion.
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Figura 4. A) Representacién grafica del tamafio promedio de las nanoparticulas de magnetita en funcién

de la concentracion de Arg afiadida junto con su desviacion estandar. B) y C) distribuciones de tamafio de
Arg0.1-MNP y Arg2-MNP, respectivamente. D) y E) imagenes TEM de Arg0.1-MNP y Arg2-MNP,
respectivamente. La barra de escala en las imagenes TEM se corresponde con 200 nm.

La hipdtesis del efecto ionotrdpico de la Lys se confirm6 posteriormente por analisis de HRTEM.
Los cristales de magnetita mostraron formas en dos dimensiones bien definidas como hexagonos
0 rombos enlazados presentando caras cristalinas correspondientes a un espaciado (111) (Figura
5). En algunos casos se detectaron bordes redondeados que pueden corresponder con caras
incipientes (110) pero en la mayoria de los casos, las muestras contenian cristales bien facetados
(con caras bien definidas) de tamafio muy homogéneo. Las imagenes FFT (del inglés Fast Fourier
Transform) demostraron que las nanoparticulas eran cristales individuales de magnetita (Figura
5A inserto). La presencia de Lys no introdujo modificaciones morfoldgicas en los cristales de

magnetita, ya que estos presentaban las mismas caras cristalinas que las MNPs-control.
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Figura 5. A) Vista general HRTEM de Lys0.1-MNP donde el inserto muestra el patron FFT. B) Detalle
HRTEM de particula de magnetita Lys0.1-MNP resaltando la cara cristalina (111).
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4.3. Estudio de la adsorcién de Lys sobre cristales de magnetita.

Tras la demostracion de la capacidad de la Lys para influir en el tamafio de las MNPs, se llevaron
a cabo una serie de experimentos encaminados a determinar si la Lys se adsorbia en la superficie
de las nanoparticulas aun después de haber retirado todas las moléculas e iones del medio de
mineralizacion.

Un andlisis de TGA de las MNPs obtenidas en presencia de 0.1, 2y 10 mM de Lys en comparacion
con MNPs-control, demostré que las moléculas de Lys permanecian adsorbidas en la superficie
de las nanoparticulas. Como puede verse en la Figura 6A, Lys0.1-MNP, Lys2-MNP y Lys10-
MNP, tuvieron una pérdida de masa de 7.0, 6.3 y 7.4% respectivamente a 600 °C frente al 4.7%
de pérdida en MNP-control. Este resultado muestra que la Lys se adsorbi6 en la superficie de
todas las muestras alcanzando un méaximo de 2.7% en peso de Lys en Lys10-MNP. Las pequefas
diferencias en la cantidad adsorbida sugieren que la adsorcion de Lys es limitada en consonancia

con trabajos previos.?’*
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Figura 6. A) Andlisis termogravimétrico de MNPs. B) Estudio del potencial-¢ de MNPs en el rango de pH
3-8.
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Una vez comprobada la adsorcion, se estudio el efecto de la presencia de Lys en las propiedades
de las particulas. Para ello ser realizaron medidas de potencial-c de todas las muestras
suspendiendo las nanoparticulas cubriendo un rango de pH desde 3 a 8 (Figura 6B). A diferencia
de las MNP-control, las MNPs con Lys estaban cargadas con valores muy negativos a pH 7.4 (pH
fisioldgico) mostrando potenciales de -20 a -31 mV. El punto isoeléctrico de las particulas (pH
en el que la movilidad electroforética y potencial de las nanoparticulas es nulo) con Lys se
encontrd en torno a pH 4, en todos los casos, mientras que el punto isoeléctrico de las MNPs-

control se encontré a pH 7.

Los valores negativos de potencial Z de las MNPs con Lys a pH 4-8 sugieren que la Lys, que se
encontraria en estado cationico en ese rango de pH, estaba interaccionando con la superficie de
las MNPs a través de los grupos amonio exponiendo los grupos carboxilato al medio acuoso. En
un intento por dilucidar esta cuestion, se registraron los espectros FTIR de las MNPs obtenidas
(Figura 7), en los que se observo el desplazamiento de las bandas amonio (de ambos grupos
amino) de Lys2-MNP y Lys10-MNP desde 1521 cm™ a 1500 cm™. Este desplazamiento a
numeros de onda mas bajos confirmaria la interaccién entre Lys y MNPs a través de los grupos

amonio en consonancia con lo descrito en bibliografia.?’2%"
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Figura 7. Espectros FTIR de nanoparticulas de magnetita MNP-control (negro), Lys2-MNP (rojo) y Lys10-
MNP (azul).

El recubrimiento de Lys y que esta exponga los grupos carboxilato (COQO") al medio, hace que
estas MNPs estén cargadas con valores muy negativos a pH fisiologico (-30 mV), algo que resulta
ser muy relevante por varias razones. Por un lado, al aumentar la carga superficial, aumenta la
repulsion electrostatica entre particulas, lo que se traduce en un aumento de la estabilidad
coloidal.?™ Por otro lado, esta funcionalizacién de la superficie permitiria el acoplamiento con
otras moléculas a través de interacciones electrostaticas.?”® Gracias a que los cristales de magnetita

recubiertos con lisina tienen un punto isoeléctrico entorno a un pH 4, estas particulas podrian
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liberar su cargamento a pH &cidos como los que presentan algunos tejidos tumorales. La carga
superficial negativa también es importante para minimizar la interaccion potencial de estas
nanoparticulas con células de plasma y sangre (también cargadas negativamente) favoreciendo su
circulacion a través del torrente sanguineo.?”® En definitiva, las propiedades superficiales

descubiertas para estas MNPs recubiertas de Lys, abre la puerta a su potencial aplicacion in vivo.

4.4. Estudio de las propiedades magnéticas de MNPs.

Las propiedades magnéticas de las MNPs se estudiaron registrando las curvas de enfriamiento de
campo cero y de enfriamiento de campo 0 ZFC-FC (del inglés Zero Field Cooling-Field Cooling),
ademas de los ciclos de histéresis magnética.

En un experimento general para la obtencion de las curvas ZFC-FC, la muestra se enfria desde la
temperatura minima alcanzable (normalmente 5 K), se aplica un campo magnético constante (en
este caso 500 Oe) y la muestra se calienta hasta ver un crecimiento y posterior descenso de la
magnetizacion (curva ZFC), es decir, hasta que la muestra vuelve a ser superparamagnética. En
ese punto, la muestra se vuelve a enfriar con el campo magnético aplicado (curva FC). De estas
curvas se obtienen dos parametros relevantes para la caracterizacion magnética de las particulas.
Uno es la “temperatura de bloqueo” (Ts), que se corresponde con el maximo de magnetizacion
en las curvas ZFC, y el otro es la “temperatura de irreversibilidad” (Tir), que se corresponde con
la temperatura a la que se separan las curvas ZFC y FC. En la Figura 8A se pueden observar los
resultados de medidas de ZFC-FC para MNP-control, Lys2-MNP y Lys10-MNP. Se puede
comprobar que habia una clara diferencia entre el comportamiento de las MNP-control con
respecto a las MNPs con Lys. Las Lys10-MNP presentaron el incremento mas lento en
magnetizacion mientras que el mas rapido se encontr6 para las MNP-control. La Tg fue de 103 K
para las MNP-control, 270 K para Lys2-MNP y 280 K para Lys10-MNP. La Ti, fue también
diferente para los tres tipos de nanoparticulas, siendo 274 K para MNP-control, 295 K para Lys2-
MNP y 298 K para Lys10-MNP. De acuerdo con el trabajo de Prozorov y colaboradores®'® este
incremento lento de la magnetizacion para las MNPs con Lys, junto con valores elevados de Tg
y Tir, €S consistente con particulas de alta cristalinidad y un gran momento magnético por
particula, particularmente en el caso de las nanoparticulas Lys10-MNP. Las pequefias diferencias

entre Tg y Tir para Lys10-MNP se correlaciona con una menor polidispersidad.

De las medidas de los ciclos de histéresis magnética a 5y 300 K de las distintas nanoparticulas
obtenidas se pudo deducir que todas las MNPs estudiadas presentaban un comportamiento tipico
ferromagnético a 5 K mientras que, a 300 K, presentaban coercitividad cero (sin magnetizacion

remanente) indicando su caracter superparamagnético.
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Figura 8. A) Curvas ZFC-FC de MNPs. B) Curvas de histéresis magnética de MNPs.

Tomando en conjunto todos los datos obtenidos hasta este punto en lo referente al estudio de las
propiedades magnéticas de las MNPs mineralizadas en presencia de Lys, se pudo deducir cierta
informacidn relevante. Por un lado, los valores elevados de Tg para MNPs con Lys, indicaron que
la Lys jugd un papel necesario en el aumento del tamafio de los cristales, lo cual esta en perfecta
consonancia con los resultados obtenidos por TEM (apartado 4.2). La baja polidispersidad de las
Lys10-MNP, obtenida a través de las medidas magnéticas, también esta en buena correlacién con
los resultados de TEM y asegura que las muestras eran homogéneas en términos de respuesta a
un campo magnético externo. Por otro lado, los valores de Tg, que determinan el limite de
temperatura sobre el cual las nanoparticulas superparamagnéticas van a comportarse como no
magnéticas en ausencia de un campo magnético externo,?¢ fueron en todos los casos inferiores a
la temperatura ambiente o la temperatura corporal. De este hecho se deduce que, cualquiera de
las MNPs obtenidas no mostraria magnetizacion a dichas temperaturas previniendo asi su
agregacion.?>2!8 por otro lado, una vez aplicado un campo magnético, las MNPs obtenidas
responderian eficientemente mostrando valores de magnetizacion relativamente elevados. La
magnetizacion de saturacion (Ms) a 300 K es similar entre muestras, siendo esta 66.5 emu/g para
Lys10-MNP y 69 emu/g para MNP-control y Lys2-MNP. El valor ligeramente inferior de Ms para
Lys10-MNP puede deberse a un enmascaramiento del nicleo magnético por el recubrimiento de

Lys.

La ligeramente baja magnetizacion de las nanoparticulas obtenidas en este trabajo en comparacion
con otras descritas en literatura podria deberse al hecho de que a bajas temperaturas, la
monodispersidad no puede ser controlada tan bien como a altas temperaturas ya que, a

temperaturas bajas, pueden ocurrir agregaciones.?”® Sin embargo, el método propuesto en este
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trabajo compensa esta pequefia desventaja con el hecho de ser una tecnologia escalable, barata y
respetuosa con el medio ambiente, con la que se pueden producir MNPs con propiedades

magnéticas lo suficientemente buenas para la mayoria de las aplicaciones.

5. Conclusiones.

1. Se ha demostrado que la lisina puede influir en el tamario de los cristales de magnetita obtenidos
en condiciones de mineralizacion biomimética. En presencia de Lys las MNPs presentaron un

mayor tamafio que aumentaba al aumentar la concentracion de Lys.

2. La concentracion de Arg no afecto el tamafio promedio de las MNPs, obteniéndose MNPs de
tamafio analogo a las MNP-control.

3. La caracterizacion de la composicién superficial de las Lys-MNP determiné que la lisina se
encontraba en la superficie de las particulas dispuesta con los grupos carboxilato hacia el medio

dotando a las nanoparticulas de carga negativa a pH fisiologico.

4. La caracterizacién de las propiedades magnéticas de las Lys-MNP determind que dichas
nanoparticulas tenian un comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente y que las

Lys10-MNP tenian baja polidispersidad.

5. El empleo de lisina como aditivo en procesos de mineralizacion biomimética de magnetita, a
diferencia del empleo de proteinas o poliaminoacidos, hace que este protocolo sea mucho mas
econdémico al mismo tiempo que respetuoso con el medio ambiente. Estas ventajas abren la puerta

a un posible escalado industrial de este protocolo.
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Capitulo 5:

Participacién en otros
proyectos






A. Cristales de insulina crecidos en hidrogeles de FmocAA muestran

alta estabilidad térmica y perfiles de liberacién controlada /n vivo.

Como ya se coment6 en el Capitulo 2 (apartado 1.2.1), anteriormente se ha demostrado que los
hidrogeles supramoleculares basados en péptidos cortos son medios excelentes para la
cristalizacion de proteinas, obteniéndose cristales compuestos proteina-hidrogel con
caracteristicas que dependen de la composicion y estereoquimica del hidrogel.'?*'%® Mas
concretamente, se ha demostrado que los cristales de lisozima obtenidos en hidrogeles de
FmocAA aumentan considerablemente el tiempo de disolucién de los cristales en comparacién
con los obtenidos en otros hidrogeles peptidicos y de agarosa.'?® Basandonos en estos resultados
nos planteamos el reto de cristalizar una proteina con fines terapéuticos con el objetivo de
comprobar si estos geles podrian aumentar su estabilidad y mejorar su vida media in vivo. Para
ello seleccionamos insulina ya que es una proteina de alto valor terapéutico, de la cual existen
distintas formulaciones farmacéuticas con distintos perfiles farmacocinéticos y, ademas, su

evaluacion in vivo es relativamente simple.

Para ello lo primero que se tuvo que hacer fue optimizar el método de cristalizacion para obtener
cristales pequefios y homogéneos que fueran compatibles con una administracion subcutanea y
que mantuvieran un perfil de liberacion homogéneo. Empleando la técnica de “sembrado” (en
inglés seeding) se consiguieron producir lotes reproducibles de cristales pequefios (de menos de
10 micras) aptos para su administracion subcuténea in vivo, libres de cualquier aditivo toxico y

con una distribucion de tamafio pequefia (Figura 1).

Como puede observarse en la Figura 2, una vez optimizada la preparacion de los cristales tanto
en agarosa como en hidrogeles de FmocAA, se midi6 la velocidad de disolucién de ambos en
condiciones similares a las fisiolégicas, es decir, a 38 °C y pH 7.0. Se pudo comprobar que
mientras que los cristales crecidos en agarosa presentaban disolucién acelerada alcanzando un
estado meseta a los 30 minutos, los cristales crecidos en FmocAA presentaban una disolucion

mucho mas lenta siendo todavia significativa a 120 min.
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Figura 1. A) Imagen de microscopio 6ptico de cristales de insulina crecidos en hidrogeles de FmocAA
mediante seeding en tubos Eppendorf. B) Detalle de zona de baja densidad de cristales de la imagen A. C)
Detalle de zona de alta densidad de cristales de la imagen A. D) Imagen SEM de cristales de insulina

crecidos en hidrogeles de FmocAA junto con (E) detalle de un cristal mostrando las dimensiones.
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Figura 2. Velocidad de disolucién de cristales de insulinaa 38 °C y pH 7 crecidos en hidrogeles de FmocAA
(azul) y agarosa (rojo).
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La estabilidad fisica de los cristales obtenidos fue evaluada incubandolos a 50 °C durante 7 dias
(4 dias a 50 °C equivalen a 2 afios a temperatura ambiente).?’” Se tomaron imagenes de
microscopia Optica desde el dia primero hasta el séptimo (también de los controles
correspondientes a temperatura ambiente) con intencién de evaluar la calidad de los cristales y
observar posibles diferencias. Como puede comprobarse en la Figura 3, ambos tipos de cristales
seguian siendo de gran calidad después del tratamiento térmico, presentando caras bien definidas
analogas a los mantenidos a temperatura ambiente. Aungue estos experimentos son cualitativos y
no pueden usarse para evaluar el grado real de degradacion de la proteina, si que constituyen una

primera evidencia de estabilidad fisica de los cristales compuestos.

Figura 3. A la izquierda, cristales de insulina después de 7 dias a temperatura ambiente crecidos en
hidrogeles de (A) FmocAA y (B) agarosa. A la derecha, cristales de insulina después de 7 dias a 50 °C
crecidos en hidrogeles de (C) FmocAA y (D) agarosa.

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en ratas normoglucémicas mediante administracion
subcutanea de las distintas formulaciones de insulina. Como puede observarse en la Figura 4, se
consiguid una respuesta hipoglucémica similar empleando la misma dosis de insulina en
disolucidon que en forma de cristales crecidos en agarosa. Sin embargo, empleando la misma dosis
de cristales de insulina crecidos en FmocAA no se observo respuesta alguna (datos no mostrados),
indicando una marcada disminucion en la velocidad de liberacion. Para poder realizar medidas
comparativas, se tuvo que incrementar la dosis de insulina-FmocAA 5 veces respecto a los otros
dos tipos de muestras (de 16.7 pg/kg a 83.7 pg/kg). En lo referente al comportamiento in vivo de
las distintas formas de insulina “envejecidas” a 50 °C, se pudo comprobar (Figura 4) que la
insulina en disolucion perdia practicamente la totalidad de su actividad bioldgica, mientras que
los cristales de insulina obtenidos tanto en agarosa como en hidrogeles de FmocAA, mantenia su

capacidad hipoglucémica después del tratamiento térmico.
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Figura 4. Evolucion de la glucemia en ratas Wistar de 250 g tratadas con insulina humana. A) Tratadas con
16.73 pg/kg rata (1x) de insulina de referencia y en forma de cristales crecidos en hidrogeles de agarosa;
ambos tipos de muestra mantenidos a 20 y 50 °C durante 7 dias, N = 3-6. B) Tratadas con hidrogel de
FmocAA vacio, 1x de insulina de referencia mantenida 7 dias a 20 y 50 °C, y con 83.65 ug/kg rata (5x) de
insulina en forma de cristales crecidos en hidrogeles de FmocAA.

De los resultados obtenidos en este trabajo se derivan las siguientes conclusiones: (1) Los cristales
de insulina crecidos en hidrogeles tanto de agarosa como en FmocAA siguen siendo
farmacoldgicamente activos. (2) Ambos tipos de cristales compuestos presentan una mayor
estabilidad frente a la temperatura siguiendo siendo biol6gicamente activos después de haberlos
mantenido a 50 °C durante 7 dias. (3) Los cristales crecidos en FmocAA presenta una velocidad
de disolucion més lenta lo cual se traduce en un efecto de liberacion retardada una vez

administrados in vivo. Este efecto es menos significativo en los cristales crecidos en agarosa.
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Este trabajo ha sido llevado a cabo en colaboracion con los grupos de Dr. Fermin Sanchez de
Medina (Dpto. Farmacologia, Facultad de Farmacia, UGR), Dra. Olga Martinez-Augustin (Dpto.
de Bioquimica y Biologia Molecular Il, Facultad de Farmacia, UGR) y Dr. José A. Gavira
(Laboratorio de Estudios Cristalograficos, Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra, Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas-Universidad de Granada).

B. Descifrando la autoasociaciéon bidimensional de Fmoc-dipéptidos

en interfases fluidas.

Se realiz6 un estudio encaminado a evaluar la capacidad de una bateria de Fmoc-dipéptidos
(FmocGG, FmocAA, FmocLG, FmocRF, FmocCF, FmocMF y FmocFF) y Fmoc-aminoéacidos
(FmocY y FmocF) de autoasociarse supramolecularmente en interfases agua/aire consiguiéndose
resultados exitosos para los Fmoc-dipéptidos: FmocFF, FmocMF y FmocCF (Figuras 5y 6). Se
pudo establecer que los pardmetros moleculares log P (donde P es el coeficiente de reparto) y -
log S (donde S es la solubilidad en agua) son suficientes para determinar, de forma predictiva, qué

secuencia de aminoacidos debe tener el Fmoc-dipéptido para autoasociarse en superficie.

6 - Iog P O .
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O 4- —
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Figura 5. Representacidn de log P (circulos negros) y -log S (circulos rojos) para los Fmoc-dipéptidos
estudiados. Se pueden diferenciar dos regimenes: zona de no autoasociacion para valores de log P y -log S
son inferiores a 4.1 y 6.4 respectivamente, y la zona de autoasociacion donde los valores de log P y -log S

superiores a 4.1 y 6.4 respectivamente.

También se pudo comprobar que la informacion quiral de los péptidos se mantenia en las

superficies solidas obtenidas, lo que constituye una via relativamente sencilla de disponer de

143



superficies quirales con aplicaciones quirodpticas potenciales. La funcionalidad quimica de los
aminoacidos también se mantuvo tras la autoasociacion bidimensional de los Fmoc-dipéptidos.
Este hecho permitié la obtencion de nanoparticulas de oro plasmdnicas en las superficies
bidimensionales generadas con el péptido FmocCF (Figura 6C), gracias a la disponibilidad de

grupos tiol de los residuos cisteina.

Figura 6. Imagenes de microscopia de &ngulo de Brewster (BAM del inglés Brewster Angle Microscopy)
de las superficies generadas en la interfase agua/aire por (A) FmocFF y (B) FmocMF donde la anchura de
cada imagen se corresponde con 215 pm. C) Imagen SEM de superficie generada por FmocCF decorada

con nanoparticulas de oro (barra de escala 1 um).

Este trabajo se ha realizado en colaboracién con el grupo de investigacién del Dr. Juan J. Giner-
Casares (Depto. de Quimica Fisica y Termodindmica Aplicada, Instituto Universitario de
Investigacion en Quimica Fisica y Nanoquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Cordoba)
y fue publicado en la revista Soft Matter en 2018. 278
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C. Funcionalizacién de QDs con péptidos SS para medidas de pH

intramitocondriales en lineas celulares de cancer de mama.

Se ha llevado a cabo un proyecto de investigacion encaminado a la medida del pH
intramitocondrial en lineas celulares de cancer de mama con el propdsito ultimo de relacionar el
metabolismo de las células cancerigenas con su pH intramitocondrial y poder asi determinar las

diferencias entre lineas tumorales distintas, ademas de como herramienta diagndstica.

Como sonda para las medidas de pH se eligié emplear QDs fluorescentes de seleniuro de
cadmio/sulfuro de zinc (CdSe/ZnS) recubiertos con acido mercaptopropionico (MPA del inglés
MercaptoPropionic Acid) (Figura 7). El tiempo de vida de la fluorescencia () de los QDs se ve
fuertemente afectada por procesos de transferencia de carga y, por lo tanto, la protonacién o
desprotonacion del MPA unido a la superficie tiene un efecto directo sobre z. Este fenémeno
puede emplearse para medir cambios de pH en el entorno de los QDs funcionalizados con MPA
(QDs-MPA) mediante medidas de 7.2
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Figura 7. Estructuras de MUA-SS02, MUA-SS31, MUA-SS20 y MPA.

A modo de vehiculizar los QDs-MPA al interior de las mitocondrias se optd por funcionalizarlos
con péptidos que fueran reconocidos especificamente por las membranas mitocondriales como es
el caso de los tetrapéptidos sintéticos Szeto-Schiller (SS): SS02 (Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,,
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donde Dmt es 2’°,6’-dimetiltirosina), SS20 (Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH>) y SS31 (D-Arg-Dmt-Lys-
Phe-NH,).28%281 Al tener en su composicion aminoacidos no proteinogénicos (Dmt y D-Arg) se
opto por sintetizarlos mediante sintesis en fase solida de péptidos (SPPS). Para conseguir una
unién estable entre los QDs-MPA vy los péptidos, éstos se modificaron acoplando acido 11-
mercaptoundecanoico (MUA, del inglés 11-MercaptoUndecanoic Acid) al extremo N terminal
durante su sintesis por SPPS, obteniéndose asi los derivados de péptido denominados como
MUA-SS02, MUA-SS20 y MUA-SS31 (Figura 7). El grupo tiol del 4cido MUA sirvi6 para
coordinar los péptidos a la superficie de los QDs-MPA y la cadena hidrocarbonada actué como

espaciador.
Tras la realizacion de ensayos preliminares se pudo comprobar que los QDs-MPA con MUA-

SS20 tenian el mejor comportamiento ya que se prob6 su capacidad para introducirse en las
células y para responder eficientemente a cambios de pH.
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Figura 8. A la izquierda, imagen FLIM de célula de la linea MCF7 en la que se observa la fluorescencia
del mitotracker en rojo y de los QDs-MPA funcionalizados con MUA-SS20 en verde. A la derecha,
representacion grafica de la intensidad de fluorescencia de ambos fluor6foros correspondiente a la linea

amarilla dibujada en la imagen FLIM (izquierda).

Para comprobar la incorporacion de las sondas en el interior de las mitocondrias, las células se
incubaron en presencia de las sondas de QDs (con emision fluorescente en el verde) junto con un
marcador de mitocondrias con emision fluorescente en el rojo (Mitotracker Deep Red). Tras
observar las células en los canales rojo y verde de un microscopio de imagen por tiempo de vida
de fluorescencia (FLIM del inglés Fluorescence Lifetime Imaging Microscope) se pudo observar
que los QDs-MPA funcionalizados con MUA-SS20 se encontraban efectivamente en las
mitocondrias (ejemplo en Figura 8). A través de las medidas de 7 de los QDs derivatizados en
funcion del pH sin células, se estableci6 una recta de calibrado en la que luego se interpolaron los

valores de z medidos in vitro en células, obteniéndose los valores de pH intramitocondriales.
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Este proyecto se ha realizado en colaboracion con los grupos del Dr. Angel Orte (Depto. de
Fisicoquimica, Facultad de Farmacia, Universidad de Granada) y del Dr. Miquel Martin

Hernandez (Depto. de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada).

D. Inmovilizacién de nanoparticulas de Pd en hidrogeles de agarosa

para su empleo en “quimica BOOM".

Durante el transcurso de esta tesis doctoral se realiz6 una estancia en el grupo del el Dr. Asier
Unciti-Broceta en el Innovative Therapeutic Lab ubicado en el Edinburgh Cancer Research

Centre (Universidad de Edimburgo, Reino Unido).

Durante dicha estancia se estudié la posibilidad de formar hidrogeles de agarosa con un tipo
especial nanoparticulas de Pd (PdNPs) coloidales. Con esta estrategia se pretendié inmovilizar
las nanoparticulas en una matriz biocompatible y permeable al paso de moléculas que redujese la
toxicidad del Pd, de modo que los hidrogeles hibridos obtenidos pudiesen emplearse en quimica
organometalica bioortogonal (quimica BOOM del inglés Bioorthogonal OrganoMetallic
Chemistry).28?

La quimica BOOM es una linea de investigacion de reciente creacion que se centra en llevar a
cabo transformaciones quimicas mediadas por metales de transicion en condiciones fisioldgicas
compatibles con los seres vivos. Debido a que los seres vivos no son capaces de llevar a cabo ese
tipo de transformaciones, el empleo de esta quimica dentro de un ser vivo permite un alto grado
de selectividad (bioortogonalidad) y por tanto eficacia y seguridad, activandose o modificandose
Unicamente aquellas moléculas que son sustrato de estos metales de transicion. El grupo del Dr.
Unciti-Broceta ha sido uno de los principales grupos de investigacion involucrados en el
desarrollo de esta linea de investigacion.'228228 En |a actualidad es un grupo de referencia en el
empleo de esta quimica BOOM en quimica médica mediante la activacién selectiva in vivo de
profarmacos que son sensibles a catalizadores metalicos y que en presencia de ellos se activan a
farmacos realizando su actividad terapéutica de una manera local, por tanto, aumentando su
eficacia y reduciendo su toxicidad. En la actualidad para que esta quimica tenga utilidad in vivo,
los catalizadores metélicos ocluidos en microparticulas o nanoparticulas poliméricas tienen que

implantarse mediante cirugia en la zona donde se pretenda llevar a cabo el efecto terapéutico.

Previamente a la colaboracion, en el grupo del Dr. Unciti-Broceta se demostré que las PANPs

coloidales podian catalizar in vitro la transformacion de profarmacos en farmacos
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Capitulo 5

anticancerigenos mediante quimica BOOM con resultados excelentes. El inconveniente de esta
metodologia es que el Pd “desnudo” puede ser toxico en ciertas concentraciones y, el hecho de
que las nanoparticulas empleadas formen suspensiones coloidales estables, podria resultar en la
imposibilidad de localizarlas en el tejido a tratar en una futura aplicacion in vivo. Para resolver
estos inconvenientes se planted ocluir las PANPs en hidrogeles de agarosa de modo que su
difusién estuviese restringida por la naturaleza tridimensional del hidrogel, pero que, a su vez,
permitiese la entrada y salida de moléculas (profarmacos y farmacos respectivamente). Atrapar
las nanoparticulas en el hidrogel restringiria el contacto célula-nanoparticula disminuyendo la

toxicidad.

Se prepararon hidrogeles de agarosa con distintas concentraciones de Pd usando una estrategia
similar a la descrita en el apartado 3.3.3 del Capitulo 2, utilizando suspensiones de PANPs en
lugar de agua y en condiciones de esterilidad. Dichos hidrogeles se prepararon bien en tubos
Eppendorf o en pocillos para ingenieria tisular (Figura 9).

Figura 9. Fotografias de hidrogeles de agarosa con PANPs preparados en pocillos para ingenieria tisular
introducidos en pocillos de cultivo y sumergidos en medio de cultivo. La fotografia de la parte superior se
corresponde con los instantes iniciales y la inferior tras 4 dias en incubacion a 37 °C.

Se estudi6 la capacidad catalitica de las PANPs ocluidas en los hidrogeles mediante medidas de
fluorescencia resultado de la transformacion catalitica mediada por Pd de Pro-Rodaminal10 (no
fluorescente) a Rodaminal10 (fluorescente) (Figura 10),%4?% afiadida en disolucion sobre los
hidrogeles preparados en tubos Eppendorf. Los resultados obtenidos con los hidrogeles hibridos

fueron similares a los obtenidos con las PANPs en suspension en las mismas concentraciones
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respecto al volumen final del experimento (Figura 10), demostrandose asi, que la capacidad
catalitica de las particulas no se reduce notablemente por estar en el interior de los hidrogeles y
que, ademas, la matriz tridimensional permite el intercambio de moléculas con el medio. Respecto
a la salida de las PANPs, no se observaron a simple vista PANPs en el liquido sobre los hidrogeles
tras el primer ciclo de medidas de actividad catalitica, pero tras realizar 4 ciclos, casi no se observé
actividad, y los hidrogeles perdieron la coloracidn negra intensa que tenian gracias a las PANPs.

Merece la pena mencionar gque estos experimentos se realizaron con agitacién intensa en ciclos
de 24 horas cada uno.
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Figura 10. A) Representacion de la intensidad medida de Rodaminall0 tras la catalisis producida por
distintas concentraciones de PdNPs respecto al volumen final del experimento, ocluidas en hidrogeles de

agarosa o en suspension, N = 3 B) Esquema de reaccion de la transformacion de Pro-Rodaminall0 en
Rodaminal10 catalizada por Pd°.

Se llevaron a cabo estudios de biocompatibilidad de los hidrogeles hibridos preparandolos en
pocillos de ingenieria tisular con fondo poroso de modo que se pudiesen sumergir en el liquido
sobrenadante que cubre las células de cancer de pulmon (A549) situadas en el fondo de un pocillo
de cultivo celular (Figura 9). Tras 3 dias de incubacion se pudo comprobar que la viabilidad

celular era del 100% en todas las concentraciones estudiadas de PANPs en hidrogeles de agarosa
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(aunque ligeramente inferior en la concentracion de Pd mas alta) y superior a la de las PANPs en

suspensidn a las concentraciones mas altas (Figura 11).
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Figura 11. Estudio comparativo de viabilidad celular de células de cancer de pulmén (A549) de distintas

concentraciones de PANPs en suspension y ocluidas en hidrogeles de agarosa.

A modo de conclusion, se han obtenido hidrogeles de agarosa con PANPs coloidales ocluidas en
su interior, lo que ha servido para retener su difusién libre y mejorar su biocompatibilidad, todo

ello sin disminuir su capacidad catalitica.
Este proyecto se ha realizado en colaboracién con los grupos de investigacion del Dr. Asier

Unciti-Broceta y del Dr. Jesis Santamaria (Departamento de Ingenieria Quimica, Instituto de
Nanociencia de Aragén, Universidad de Zaragoza) quienes proporcionaron las PANPs.
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GENERAL CONCLUSIONS






Chapter 1

1. Magnetic supramolecular hydrogels have been obtained by self-assembly of FmocFF in the
presence of core-shell iron nanoparticles with polyethylene glycol covering, both in presence and
absence of an external magnetic field. It has been demonstrated that the secondary arrangement

of FmocFF peptide was largely conserved in the hydrogels containing FeNPs.

2. An external magnetic field applied during gelation process resulted in the formation of column-
like aggregates of FeNPs that followed the direction of the magnetic field. These structures
remained stable inside the gel after magnetic field removal due to the interwoven nature of the

fiber peptides with the FeNPs column-like aggregates.

3. It has been observed that the diffusion of a small solute through the hydrogel network was
improved in hydrogels containing FeNPs.

4. The presence of the FeNPs column-like structures interwoven with peptide fibers of the
hydrogels, resulted in an enhancement of the mechanical strength of the hybrid hydrogel in
comparison to the native hydrogel or with the hydrogel having FeNPs randomly dispersed.

5. The magnetic hydrogels prepared in the presence of a magnetic field showed anisotropic

mechanical properties.

Chapter 2

1. Novel supramolecular hydrogels with FmocCF and FmocMF peptides have been prepared.

2. It has been demonstrated that the FmocCF, FmocMF and FmocY hydrogels are excellent media
for protein crystallization. The results obtained using the FmocCF hydrogel were remarkable

taking into account that the thiol groups of cysteine could react with proteins.

3. It has been proven that the FmocCF fibers occluded within the crystal can exert a local
protection of the three-dimensional structure of the protein against radiation damage. This
protective effect was not observed in agarose grown crystals or when cysteine was used as

additive in solution.

153



Chapter 3

1. Hybrid FmocFF-based supramolecular hydrogels with SWCNTs have been prepared and

characterized.

2. High quality lysozyme crystals have been obtained within the hybrid hydrogels, showing the

effective incorporation of SWCNTSs within the crystals.

3. Mechanical, catalytical and electric properties of lysozyme-SWCNT hybrid crystals have been
characterized, proving that the hybridization resulted in stiffer, catalytically active enhanced and

electrically conductive protein crystals.

Chapter 4

1. It has been proven that lysine is able to exert an effect over the size of MNPs produced under
biomimetic mineralization conditions. In the presence of Lys the MNPs showed a higher average

size which increased as Lys concentration increased.

2. The Arg concentration had no effect on the average size of MNPs, obtaining MNPs of a size
almost equal to MNP-control.

3. The surface characterization of Lys-MNP demonstrated that lysine was onto particle’s surface,
arranged with carboxylic groups exposed to the environment, conferring negative charge to the

nanoparticles at physiological pH.

4. The magnetic characterization of Lys-MNP showed that such nanoparticles had

superparamagnetic behaviour at room temperature and that Lys10-MNP had low polydispersity.
5. Using lysine as additive for biomimetic mineralization of magnetite, unlike proteins or

polyaminoacids, gives rise a protocol more economic and eco-friendly. These advantages open

the door to use this protocol for large scale production.
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Chapter 5

A) The in vivo effect of insulin crystals grown inside Fmoc-dialanine (FmocAA) and agarose
hydrogels has been tested. It has been demonstrated that these composite crystals are physically
stable being bioactive after maintaining them at 50 °C for 7 days. Moreover, insulin crystals grown

in FmocAA presented slower dissolution rate and a slow release profile in vivo.

B) A systematic study of the physicochemical properties required for the bidimensional self-
assembly at the air/water interface of Fmoc-dipeptides has been developed. The ability of these
peptides to self-assemble at the air/water interface has been related for first time with the log P

and -log S values.

D) Quantum dots (QDs) coated with mercaptopropionic acid (MPA) and the oligopeptides SS02,
SS20 and SS31 functionalized with 11-mercaptoundecanoic acid (MUA) have been produced.
The MPA has served as pH-sensitive group and the oligopeptides functionalized with MUA
(MUA-SS02, MUA-SS20 y MUA-SS31) drove the modified QDs inside of a number of breast
tumour lines cells mitochondria. Using this strategy, the inner pH of mitochondria of that cells

has been measured.
E) Palladium nanoparticles (PANPs) occluded inside agarose hydrogels have been produced. The

catalytic activity of the PANPs have been retained while their toxicity against lung cancer cells

have been reduced.
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