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Resumen 

 

Las nanopartículas magnéticas, principalmente las nanopartículas magnéticas de 

magnetita (Fe3O4), se han posicionado como una plataforma tecnológica muy versátil en 

el campo de la nanotecnología condicionadas por sus propiedades magnéticas, físicas, 

químicas y biológicas. Dado el creciente interés que dichas nanopartículas han generado 

en la última década, toda la investigación realizada en presente Tesis Doctoral se 

encuentra enmarcada en el desarrollo y la caracterización de nanosistemas magnéticos y 

la evaluación de su aplicación en nanotecnología, especialmente, en el campo de la 

nanomedicina y la astrobiología. Los resultados experimentales obtenidos durante el 

desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se exponen en esta memoria divididos en un total 

de 4 capítulos.  

En el Capítulo I, se aborda el desafío del estudio y diseño de un protocolo de 

síntesis de nanopartículas de magnetita potencialmente escalable que permita la obtención 

de nanopartículas magnéticas con un tamaño y morfología determinados (factores 

condicionantes de las propiedades magnéticas de las nanopartículas), así como la dotación 

a estas nanopartículas de grupos funcionales en su superficie, características todas ellas 

indispensables para su posible aplicación en el campo de la nanotecnología. Además, 

dicha metodología debe cumplir los parámetros de rentabilidad, sostenibilidad y no 

presentar un impacto significativo en el medio ambiente. Para ello, se plantean dos 

enfoques diferentes que implican el uso de la aproximación de la química sintética 

biomimética utilizando el método de síntesis de coprecipitación para la obtención de estas 

nanopartículas. En el primero de ellos, una vez optimizada la expresión heteróloga y la 

purificación de la proteína MamC del magnetosoma de la bacteria magnetotáctica (MTB) 

Magnetococcus marinus MC-1, se expone el estudio de diferentes metodologías de 

conservación como primer paso hacia el escalado de la síntesis de nanopartículas 

magnéticas biomiméticas de magnetita mediadas por dicha proteína (BMNPs), las cuales 

han demostrado tener un gran potencial para su aplicación en nanotecnología. Para ello, 

se ha evaluado la eficacia de diferentes metodologías de conservación (crioconservación, 

liofilización y refrigeración) a través del estudio de la conformación y el estado de 

oligomerización de la proteína conservada mediante el uso de cada una de ellas, así como 

analizando los cristales obtenidos cuando MamC conservada de manera diferente se 

introducía en la mezcla de reacción para obtener BMNPs.  En este estudio, se ha podido 

comprobar que, de las diferentes metodologías analizadas, solamente la crioconservación 

es efectiva para la correcta conservación de la estructura funcional de la proteína y la 
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preservación del estado monomérico activo de la misma. En relación al segundo enfoque 

abordado, éste se basa en el uso de aminoácidos simples (Lisina y Arginina) como 

aditivos biológicos para la síntesis química biomimética de nuevos cristales de magnetita. 

Así, se ha podido comprobar que el aminoácido lisina es capaz de controlar el tamaño de 

los cristales obtenidos, a diferencia de otros aminoácidos como la arginina que no ejercen 

efecto sobre el tamaño. Los cristales Lys-MNP obtenidos presentan un tamaño promedio 

de 30 nm, comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente, un gran 

momento magnético por partícula y una alta saturación de magnetización. Además, 

dichas nanopartículas exponen carga superficial negativa a pH fisiológico como 

consecuencia del recubrimiento con lisina, facilitando ésto su posible funcionalización 

con diferentes moléculas mediante interacciones electrostáticas. De esta manera, en dicho 

estudio, se ha desarrollado un protocolo rentable y potencialmente escalable para la 

obtención de nanopartículas híbridas que reúnen las características necesarias para su 

aplicación en nanotecnología.           

En el Capítulo II nos centramos en la evaluación y el análisis del uso de las 

nanopartículas BMNPs, nanopartículas ampliamente caracterizadas por nuestro grupo de 

investigación, como potenciales nanotransportadores de fármacos en combinación con la 

aplicación de un tratamiento de hipertermia magnética (agentes de hipertermia). Para ello, 

se plantean dos pruebas de concepto utilizando dos tipos (modelo) de enfermedades 

localizadas: cáncer y enfermedades infecciosas. En dichos estudios, se diseña, caracteriza, 

optimiza y se discute el nanosistema formado por la unión de la molécula a transportar 

unida a las BMNPs, así como también se evalúa su efecto citotóxico o antibacteriano, el 

mecanismo de acción y la especificidad in vitro del nanosistema en combinación o no con 

la aplicación de un campo magnético alterno (AMF). En la primera de ellas, se ha 

realizado la unión el inhibidor del enzima colina quinasa α1 (ChoKα1), el compuesto 

Ff35, a las nanopartículas mediante unión electrostática de tipo cooperativo. Por otro 

lado, los análisis de citotoxicidad y especificidad in vitro, realizados utilizando la línea 

celular de hepatoblastoma humano HepG2, han probado que dicha unión incrementa la 

selectividad del fármaco facilitando la internalización del mismo y reduciendo de esta 

manera su interacción con la captación de colina, así como desencadenan un efecto 

antiproliferativo. Además, se ha demostrado que el uso combinado de la quimioterapia 

dirigida junto con la hipertermia magnética incrementa el efecto citotóxico del 

nanosistema. En la segunda prueba de concepto, se ha realizado la unión del péptido AS-
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48 a las nanopartículas BMNPs, también mediante unión electrostática de tipo 

cooperativo y se ha estudiado su efecto antibacteriano, en combinación o no con el 

tratamiento de hipertermia magnética, frente a cultivos plantónicos de bacterias Gram 

positivas (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Staphylococcus aureus) y 

Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli). 

El nanosistema presenta un fuerte efecto bactericida en bacterias Gram positivas, así 

como, sorprendentemente, amplia el espectro de acción del fármaco a bacterias Gram 

negativas, concretamente, E. coli. Además, este comportamiento bactericida también se 

observa cuando el nanosistema se aplica en combinación con el tratamiento de 

hipertermia magnética en P. aeruginosa y K. pneumoniae. Así, los resultados obtenidos 

han revelado el potencial del nanosistema desarrollado, tanto en combinación o no con el 

tratamiento de hipertermia magnética, para su posible aplicación en el tratamiento local 

antibacteriano de infecciones. 

En el Capítulo III, se aborda el diseño y la caracterización de nuevas 

nanoformulaciones que comprendan las nanopartículas BMNPs, para explorar su 

potencial aplicación como sistemas multifuncionales en el tratamiento local de 

enfermedades localizadas. Para ello, se han realizado un total de tres estudios para el 

desarrollo de tres nanformulaciones magnéticas diferentes. En el primero de ellos, se 

expone el desarrollo y la caracterización de una nanoformulación que combina dos tipos 

de nanopartículas magnéticas (nanopartículas de magnetita inorgánicas –MNPs- y 

BMNPs) y se evalúa su posible efecto en la mejora de la respuesta de hipertermia 

magnética de la nanoformulación. En dicho trabajo, se ha demostrado que la mezcla de 

los dos tipos de nanopartículas, especialmente, aquella mezcla compuesta por 25% 

BMNPs + 75% MNPs, da lugar a un incremento en la respuesta de hipertermia magnética 

en comparación con la respuesta observada en las nanoformulaciones formadas por un 

solo tipo de nanopartícula. En el segundo estudio, continuación de la investigación 

iniciada en el primero, se plantea el desarrollo de una nanoformulación que combine 

MNPs y TBM (BMNPs funcionalizadas con doxorrubicina y el anticuerpo monoclonal 

AR-3) y se evalúa la posible aplicación de este sistema multifuncional como 

nanotransportador mediante doble guía (anticuerpos monoclonales y orientación 

magnética) y como agente de hipertermia. Los resultados obtenidos revelan que la 

nanoformulación compuesta por 25% TBM + 75% MNPs mejora la estabilidad coloidal 

y la respuesta de hipertermia en comparación con sus contrapartes compuestos por un 
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solo tipo de nanopartícula. Por otro lado, en términos de su eficacia como 

nanotransportador, la nanoformulación muestra una unión estable del fármaco a pH 

fisiológico, unión que se debilita en presencia de pH ácido (microambiente tumoral), más 

aún en combinación con la aplicación de un campo magnético alterno, lo que demuestra 

la sinergia que existe entre estas dos terapias para aumentar de manera relevante la 

liberación del fármaco en el sitio diana e incrementar de esta manera el efecto citotóxico 

in vitro de la nanoformulación en la línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano 

HT-29. Por lo tanto, dichos resultados han puesto de manifiesto el potencial de las 

nanoformulaciones diseñadas para ser dirigidas al sitio diana mediante una doble guía 

(anticuerpo y orientación magnética) y para actuar como un agente antitumoral de manera 

bimodal: como agente de hipertermia mediante la aplicación de un AMF y como un 

nanotransportador para la liberación controlada del fármaco en respuesta a estímulos 

internos (pH) y externos (incremento de temperatura tras la aplicación del AMF). Por 

último, el tercer estudio se centra en la mejora de la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas magnéticas (tanto BMNPs como MNPs). Para ello, se plantea el desarrollo 

de un protocolo de recubrimiento de estas nanopartículas (de manera individual o 

utilizando las combinaciones caracterizadas en el primer estudio) con una envoltura 

lipídica para la formación de magnetoliposomas y la evaluación del efecto de esta cubierta 

tanto en la estabilidad coloidal de la nanoformulación, como en las propiedades 

magnéticas de la misma, en términos de saturación magnética y respuesta a un AMF. Los 

magnetoliposomas se formaron mediante la metodología de hidratación del film. 

Presentaban un tamaño promedio de 100 nm y contenían un bajo número de 

nanopartículas por liposoma (< 10). Además, se puso de manifiesto que la cubierta 

lipídica incrementaba la estabilidad coloidal de las nanopartículas sin apantallar de 

manera significativa sus propiedades magnéticas. Por otro lado, se comprobó que dicha 

cubierta desaparecía tras la aplicación del AMF, lo que condujo al importante resultado 

de poder controlar de modo remoto la apertura del magnetoliposoma en el sitio diana 

mediante la aplicación de estímulos externos (AMF).  

Finalmente, en el Capítulo IV, se aborda una temática que ha generado una gran 

controversia y debate en el seno de la comunidad científica en las últimas décadas. En 

particular, abordamos la definición de una huella biogeoquímica para la identificación de 

cristales de magnetita con origen abiótico, específicamente, la diferenciación entre 

magnetosomas y magnetitas de origen inorgánico o biomimético. Esta definición es de 
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una especial relevancia debido a que dichos cristales se pueden utilizar como evidencia 

de actividad microbiana ligada a la existencia de vida en sedimentos terrestres y 

extraterrestres, a través del análisis e identificación de magnetofósiles. Con dicho 

objetivo, se plantea un enfoque que implica el análisis a escala atómica de los tres tipos 

de magnetita antes indicados utilizando la técnica de tomografía con sonda atómica 

(APT). En el estudio preliminar realizado, se ha demostrado que los magnetosomas 

muestran una huella biológica única relacionada con una señal atómica carbono que es 

significativamente más alta en los magnetosomas en comparación con el resto de los 

cristales de origen químico (inorgánicos o biomiméticos). Además de proponer esta 

huella biológica como bioindicador de origen biogénico de muestras naturales, en este 

trabajo demostramos el potencial de esta la metodología APT para su aplicación en la 

identificación de magnetofósiles.   
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Magnetic nanoparticles, especially, magnetite magnetic nanoparticles (Fe3O4), 

have been positioned as a versatile technological platform in nanotechnology field, 

conditioned by their magnetic, physical, chemical and biological properties. Given the 

growing interest generated by these nanoparticles over the last decade, the entire research 

developed in this Doctoral Thesis is framed in the development and characterization of 

magnetic nanosystems and the evaluation of their application in nanotechnology, 

especially, in the field of nanomedicine and astrobiology. The experimental obtained 

results during the development of this Doctoral Thesis are presented in this memorandum 

divided in 4 chapters.  

Chapter 1 addresses the study and design of a potentially scalable protocol for 

the synthesis of magnetite nanoparticles with defined morphological and size properties 

(factors that condition the magnetic properties of the nanoparticles), as well as with novel 

surface properties derived from the presence of certain functional groups. These 

properties are indispensable for their potential application in the nanotechnology field. In 

addition, this methodology must comply with the parameters of profitability, 

sustainability and green technology. To this end, two different approaches are here 

proposed. Both of them involve the use of biomimetic synthetic chemistry approach for 

the production of these nanoparticles by using the coprecipitation synthesis method. In 

the first one, once the protocol for the heterologous expression and purification of MamC 

protein from the magnetosome of magnetotactic bacterium (MTB) Magnetococcus 

marinus MC-1 has been optimized in order to be used in the synthesis of biomimetic 

magnetic nanoparticles (here referred as BMNPs), this Chapter presents the study of 

different methodologies for MamC conservation, as a first step towards scaling up the 

synthesis of BMNPs, which have demonstrated to have a huge potential for their 

application in nanotechnology. For this goal, the efficacy of different protein conservation 

methodologies (cryoconservation, lyophilization and refrigeration) was evaluate through 

the study of the conformation and oligomerization state of conserved protein, as well as, 

through the analysis of the crystals obtained in their presence. The results show that only 

the cryoconservation method is adequate to preserve the protein functional structure and 

activity in the monomeric state. Regarding the second approach addressed, it is focused 

on the use of simple amino acids (Lysine and Arginine) as biological additives for the 

production of new magnetite crystals by the use of biomimetic synthetic chemistry. Our 

results show that lysine amino acid is able to exert a control over the size of the obtained 
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crystals, compared with other amino acids, such as arginine, that do not possess this 

ability. Lys-MNP crystals expose an average size of 30 nm, superparamagnetic character 

at room temperature, a large magnetic moment per particle and a high magnetic 

saturation. Indeed, these nanoparticles expose a negative surface charge at physiological 

pH, conditioned by the presence of Lysine on the surface of crystals, which eases their 

possible functionalization with different molecules by electrostatic interactions. Thus, in 

this study, a cost-effective and potentially scalable protocol has been developed for the 

production of hybrids nanoparticles that display the characteristic needed for their 

application in nanotechnology.  

Chapter II is focused on the evaluation of the use of BMNPs that have been 

extensively characterized by our research group, as potential drug nanocarriers in 

combination with the application of magnetic hyperthermia (hyperthermia agents). To 

this end, two different proofs of concept are proposed by the use of two localized disease 

models: cancer and infections. In these studies, the design and characterization of the 

cargo (therapeutic agent) to BMNPs is attained, as well as the evaluation of the cytotoxic 

effect, mechanism of action and the in vitro specificity of the nanosystem in combination 

(or not) with the application of an alternating magnetic field (AMF). In the first approach, 

the chemotherapeutic molecule Ff35, an inhibitor of the choline kinase α1 enzime 

(ChoKα1), was attached to BMNPs by cooperative electrostatic interaction. The 

cytotoxicity and specificity of this nanosystem was studied in in vitro analysis by using 

the human hepatoblastoma HepG2 cell line. The results demonstrated that this binding 

increases the inhibitor selectivity by easing its internalization and reducing its interaction 

with choline uptake, while keeping its antiproliferative effect. In addition, it was proved 

that the use of this nanosystem combined with magnetic hyperthermia increases its 

cytotoxic effect. Regarding the second proof of concept, the peptide AS-48 was attached 

to BMNPs by cooperative electrostatic interaction and the antibacterial effect of the 

nanosystem in combination (or not) with magnetic hyperthermia treatment was evaluated 

against planktonic cultures of Gram positive (Enterococcus faecalis, Enterococcus 

faecium and Staphylococcus aureus) and Gran negative (Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli) bacteria. The nanosystem exposed a strong 

bactericidal effect against Gram positive bacteria and, surprisingly, it amplified the 

spectrum of peptide action to Gram negative bacteria, in particular, to E. coli. By 

combining with magnetic hyperthermia, the nanosystem also had a fast bactericidal effect 



Summary 

 

against P. aeruginosa y K. pneumoniae. Thus, the obtained results have revealed the 

potential of the nanosystem, both in combination or not with magnetic hyperthermia 

treatment, for a potential application in the local antibacterial treatment of infections.   

Chapter III addresses the design and characterization of new nanoformulations 

comprising BMNPs, with the goal of exploring their potential application as 

multifunctional systems for the local treatment of localized diseases. For this purpose, 

three studies have been carried out for the design of three different magnetic 

nanoformulations. In the first one, the development and characterization of a 

nanoformulation that combines two types of magnetic nanoparticles (inorganic magnetic 

nanoparticles –MNPs- and BMNPs) was presented and its possible effect on the 

improvement of the magnetic hyperthermia response was evaluated. In this work, it was 

shown that the mixture of two type of nanoparticles, especially, that mixture composed 

of 25% BMNPs + 75% MNPs, behave as a better magnetic hyperthermia agent compared 

to nanoformulations that contain one of the endmembers. In the second study, which is a 

continuation of the investigation initiated in the first one, the development of a 

nanoformulation that combined MNPs and TBM (BMNPs functionalized with 

doxorubicin and the monoclonal antibody AR-3) was addressed and its possible 

application as drug nanocarrier with dual guidance (monoclonal antibodies and magnetic 

orientation) and as magnetic hyperthermia agent was evaluated. The obtained results 

revealed that the nanoformulation composed of 25% TBM + 75% MNPs improved the 

colloidal stability and the magnetic hyperthermia response of the system in comparison 

with its counterparts composed by only one type of nanoparticle. On the other hand, in 

the context of efficiency as drug nanocarrier, the nanoformulation showed a stable drug 

binding at physiological pH. This binding was weakened at acidic pH (tumor 

microenvironment) and even further upon combination with an AMF, revealing the 

existence of a synergy effect between these two therapies to significantly increase the 

drug release and, thus, the in vitro cytotoxic effect on the human colorectal 

adenocarcinoma HT-29 cell line. Therefore, these results highlighted the potential 

approach of this multifunctional nanosystem to be directed to the target site by dual 

guidance (monoclonal antibodies and magnetic orientation) and act as an antitumoral 

agent in a bimodal manner: acting as hyperthermia agent by AMF application and as a 

nanocarrier for the controlled drug release in response to internal (pH) and external 

(temperature increment after AMF application) stimuli. Finally, the third study is focused 
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on the magnetic nanoparticles (both BMNPs and MNPs) colloidal stability improvement. 

To this end, the optimization of a protocol for the encapsulation of these nanoparticles 

inside a lipid cover for the formation of magnetoliposomes was addressed and the effect 

of this covering on the colloidal stability and magnetic properties, in terms of magnetic 

saturation and AMF response, was evaluated. The magnetoliposomes were produced by 

the thin-film hydration method, they showed an average size of 100 nm and contained a 

low number (< 10) of particles per liposome. Indeed, the lipid coating increased the 

colloidal stability of the nanoparticles without significantly shielding their magnetic 

properties. On the other hand, this lipid coating was broken after the AMF application, 

showing the potential of this nanoformulation for its application as hyperthermia agents, 

in which the release of the magnetoliposomes content could be controlled externally by 

the application of external stimuli (AMF). 

Finally, Chapter IV focuses on a subject that has generated a huge controversy 

and debate within the scientific community over the last few decades. This subject is 

related with biogeochemical signatures for the identification and differentiation of 

magnetosomes from inorganic or biomimetic magnetite crystals. The determination of 

reliable biosignatures is crucial, since magnetosomes have been used as evidence of 

microbial activity linked to the existence of life in terrestrial and extraterrestrials 

sediments through the analysis and identification of magnetofossils. To this goal, a 

preliminary approach involving the evaluation and definition of a new biogeochemical 

fingerprinting of magnetosomes by analyzing its chemical composition at atomic scale 

using atom probe tomography (APT) methodology was addressed. The obtained results 

showed that magnetosomes exposed a unique biosignature related with a carbon signal 

that is significantly higher in magnetosomes compared to the other crystals produced 

chemically (inorganic or biomimetic). Thus, this study revealed the potential of the APT 

methodology for its application in the identification of a new biogeochemical 

fingerprinting presented in magnetofossils.  
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1. Nanopartículas de magnetita: propiedades y síntesis 

1.1. Propiedades 

1.1.1. Mineralogía, composición química y morfología del cristal 

La magnetita (Fe3O4), que constituye el material magnético más antiguo 

conocido, es un óxido ferroso diférrico que presenta la siguiente fórmula estructural 

FeO·Fe2O3. La estructura detallada de la magnetita se determinó en 1915 mediante 

difracción de rayos X (Bragg 1915). A temperatura ambiente, la magnetita cristaliza en 

una estructura de espinela inversa. Su celda unidad está compuesta por 32 iones de 

oxígeno que forman una red cúbica compacta, donde los cationes de hierro ocupan los 

sitios intersticiales. Dichos cationes de hierro pueden ocupar dos sitios diferentes en la 

red: octaédricos (Oh) y/o tetraédricos (Td). Cada celda unidad contiene un total de 16 sitios 

Td y 8 sitios Oh, donde los sitios Td y la mitad de los sitios Oh están ocupados por iones 

Fe3+, mientras que la otra mitad de los sitios Oh está ocupada por iones Fe2+. Por lo tanto, 

la estructura completa está compuesta por capas octaédricas alternadas con capas 

octaédricas-tetraédricas (Figura 1), las cuales se encuentran apiladas a lo largo de la 

dirección [111] (Cornell and Schwertmann 2006; Winklhofer 2008).  

 

Figura 1. (A) y (B) Celda unidad del mineral de magnetita (visualizada con el programa 

Vesta, (Momma and Izumi 2011)). (C) Modelo poliédrico de la celda unidad que alterna 

capas octaédricas y capas octaédricas-tetraédricas. Los octaedros están representados en 

negro y los tetraedros en verde. 

Teóricamente, la magnetita presenta una relación estequiométrica Fe2+/Fe3+ igual 

a 0,5. Sin embargo, la magnetita generalmente no expresa dicha relación condicionada, 
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principalmente, por una deficiencia en cationes Fe3+. Además, el catión divalente Fe2+ 

puede ser parcial o totalmente reemplazado por otros cationes divalentes (como el Mg2+, 

Mn2+, Ni2+ o el Zn2+), como consecuencia de la flexibilidad de la red formada por los 

átomos de oxígeno, la cual puede expandirse y contraerse para incorporar cationes con 

tamaños diferentes al catión divalente Fe2+ (Cornell and Schwertmann 2006).  

En relación a la morfología del cristal, la magnetita suele presentar, 

principalmente, una morfología en forma de cristales octaédricos unidos por los planos 

[111], así como cristales rombo-dodecaedros (Figura 2). Sin embargo, se pueden 

obtener morfologías distintas a las anteriores (esféricas, cúbicas o pseudo-cúbicas) en 

función de los parámetros utilizados durante el proceso de síntesis (Cornell and 

Schwertmann 2006).    

 

Figura 2. Morfologías del cristal de magnetita. (A) Cristal octaédrico. (B) Cristal rombo-

dodecaedro. 

1.1.2. Comportamiento magnético 

En función de la respuesta del dipolo magnético intrínseco del material, así como 

de la magnetización neta que éste presente en ausencia y presencia de un campo 

magnético, los materiales se pueden clasificar como diamagnéticos, paramagnéticos, 

ferromagnéticos, ferrimagnéticos y anti-ferromagnéticos (Figura 3) (Jeong et al. 2007; 

Kolhatkar et al. 2013).  

Los materiales diamágneticos, en ausencia de un campo magnético, no presentan 

dipolos magnéticos. Sin embargo, tras la aplicación de un campo magnético, el material 

produce un dipolo magnético opuesto al del campo aplicado, por lo que es repelido por 

éste.  

Los materiales paramagnéticos presentan dipolos magnéticos en ausencia de 

campo, pero éstos sólo se alinean (total o parcialmente) tras la aplicación de un campo 
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magnético alterno, siendo atraídos por éste. Una vez retirado dicho campo, no retienen 

las propiedades magnéticas.  

En el caso de los tres tipos restantes, todos ellos son fuertemente atraídos en 

presencia de un campo magnético (Cornell and Schwertmann 2006). Por lo tanto, la 

magnetización que presentan en ausencia de campo magnético aplicado determina el tipo 

de material. Así, los materiales ferromagnéticos presentan momentos dipolares 

magnéticos netos en ausencia de un campo magnético externo. En el caso de los 

materiales anti-ferromagnéticos y ferrimagnéticos, sus momentos dipolares a nivel 

atómico son similares a los de los materiales ferromagnéticos. Sin embargo, éstos 

presentan momentos dipolares adyacentes que no están orientados en paralelo cancelando 

(anti-ferromagnéticos) o reduciendo (ferrimagnéticos) el impacto de los dipolos 

magnéticos vecinos dentro del material en ausencia de un campo aplicado. En ausencia 

de campo, en un material ferrimagnético, siempre hay dipolos magnéticos más débiles 

alineados de manera anti-paralela a los dipolos adyacentes más fuertes, mientras que en 

un material anti-ferromagnético, los dipolos adyacentes son anti-paralelos cancelándose 

unos a otros (Jeong et al. 2007).  

 

Figura 3. Respuesta de los diferentes materiales magnéticos en ausencia y presencia de 

un campo magnético externo (H). De acuerdo al alineamiento y la respuesta de los dipolos 

magnéticos, dichos materiales se clasifican como diamagnéticos, paramagnéticos, 

ferromagnéticos, anti-ferromagnéticos y ferrimagnéticos. 
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En relación a nuestro mineral objeto de estudio, la magnetita consiste en un 

material ferrimagnético. Los momentos magnéticos de los sitios tetraédricos (ocupados 

por especies férricas) se encuentran alineados ferromagnéticamente, mientras que los 

momentos magnéticos de los sitios octaédricos (ocupados por especies ferrosas y férricas) 

son anti-ferromagnéticos, presentando dichos momentos magnéticos diferentes 

magnitudes dando, por tanto, lugar al comportamiento ferrimagnético (Blaney 2007; 

Cornell and Schwertmann 2006). 

Las propiedades magnéticas de un material están condicionadas por diferentes 

factores, tales como el tamaño o la temperatura. Respecto al tamaño, cuando el tamaño 

de una nanopartícula ferrimagnética disminuye por debajo de un cierto valor crítico (valor 

que depende de diferentes parámetros del material), las nanopartículas cambian de un 

estado con múltiples dominios magnéticos a un estado de dominio único magnético. En 

dicho estado de dominio único, la energía térmica se vuelve comparable a aquélla 

requerida para la inversión del momento magnético, lo que da lugar a la aleatorización de 

los dipolos magnéticos en un corto periodo de tiempo. Como consecuencia, estas 

nanopartículas presentan un momento magnético promedio cero en ausencia de un campo 

externo. Por el contrario, aumentan rápidamente su momento magnético bajo la 

aplicación de un campo magnético externo. Estas nanopartículas se clasifican como 

superparamagnéticas (Jeong et al. 2007; Kolhatkar et al. 2013). La temperatura es otro 

factor que condiciona las propiedades magnéticas de un material. En el caso de materiales 

ferri/ferromagnéticos, la disposición ordenada de los momentos magnéticos disminuye al 

aumentar la temperatura, como consecuencia de las fluctuaciones térmicas de los 

momentos individuales. Cuando se alcanza un valor crítico, se producen aleatorizaciones 

rápidas de los momentos magnéticos que conducen a un momento magnético neto 

promedio cero (comportamiento paramagnético). Este valor crítico se denomina 

temperatura de Curie (TC) para materiales ferri/ferromagnéticos (Figura 4A) (Kolhatkar 

et al. 2013; Teja and Koh 2009). Así, la magnetita es un material ferrimagnético a 

temperatura ambiente, ya que presenta una TC = 850 K (Cornell and Schwertmann 2006). 

En el caso de los materiales superparamagnéticos (como las nanopartículas de magnetita 

superparamagnéticas), existe un parámetro similar denominado temperatura de bloqueo 

(TB), el cual consiste en un punto de transición en el que la energía térmica es comparable 

a la energía de la anisotropía magnética, es decir, la energía necesaria para reorientar el 

momento magnético (Figura 4A) (Jeong et al. 2007). Este valor depende del tiempo de 
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medición, el cual puede variar entre 100 a 10-8 segundos. Si el tiempo de medición es 

mayor al tiempo de relajación (tiempo en el que se reorienta el momento magnético), se 

considera que las nanopartículas están en régimen superparamagnético. Por el contrario, 

si el tiempo de medición es menor al tiempo de relajación, las nanopartículas se 

encuentran “bloqueadas”, pudiendo observar propiedades cuasi-estáticas como en los 

sistemas magnéticos ordenados (Knobel et al. 2008).  

 

Figura 4. Propiedades y comportamientos magnéticos. (A) Comparativa entre la 

temperatura de bloqueo (TB) y la temperatura de Curie (TC). (B) Ciclo de histéresis de 

materiales ferromagnéticos, superparamagnéticos y paramagnéticos, donde Mr es la 

magnetización remanente, Ms la magnetización de saturación y Hc la coercividad.  (C) 

Relación de dependencia entre la coercividad y el tamaño de las nanopartículas de 

magnetita. Imagen adaptada y modificada de Kolhatkar et al. 2013, Li et al. 2017 y 

Majetich et al. 2013. 

 Por otro lado, el comportamiento magnético de un material bajo la influencia de 

un campo magnético externo va a variar en función del tipo de material (Figura 4B). Para 

todos los materiales, se define la magnetización de saturación (Ms) como aquella 

magnetización máxima posible, la cual tiene lugar cuando todos los dipolos magnéticos 

están alineados en un campo magnético externo. En el caso de materiales 

ferri/ferromagnéticos, la curva de magnetización presenta tanto magnetización remanente 

(Mr, magnetización inducida restante tras eliminar el campo aplicado), como 
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coercitividad (Hc, la intensidad de un campo magnético que se ha de aplicar para reducir 

la magnetización del material a cero después de que éste haya sido magnetizado hasta la 

saturación). En el caso de los materiales superparamagnéticos, se puede observar una 

curva sigmoidea donde no hay ni coercividad ni remanencia en el ciclo de histéresis 

(Kolhatkar et al. 2013).  

La coercitividad es un parámetro que depende de diferentes factores como son el 

tamaño, la morfología de las partículas, el estado de oxidación o su organización. En el 

caso del tamaño, a medida que se reduce el tamaño de la nanopartícula, la coercitividad 

aumenta al máximo para luego disminuir hasta cero (Mody et al. 2014). Por debajo de un 

diámetro crítico, la coercitividad se vuelve cero (Figura 4C). En el caso de las 

nanopartículas de magnetita, nanopartículas < 30 nm son superparamagnéticas, es decir, 

no presentan magnetización remanente a temperatura ambiente en ausencia de campo. 

Las nanopartículas comprendidas entre 30 y 80-100 nm son de dominio único estable, 

exponiendo un dominio único magnético y la mayor coercitividad estable. Por último, las 

nanopartículas > 100 nm son multidominio, es decir, presentan más de un dominio 

magnético y coercitividad reducida en comparación con las de dominio único estable 

debido a que cada dominio magnético posee direccionalidad independiente, lo que resulta 

en la disminución de la coercitividad magnética neta (Bennet et al. 2015; Jun et al. 2007; 

Li et al. 2017).  Por otro lado, cuando el tamaño de las nanopartículas de magnetita es 

similar, la morfología también ejerce su efecto sobre la coercitividad (esferas < cubos < 

octaedros), en relación con el aumento en el número de ejes magnéticos a lo largo de las 

diferentes formas de la serie. Así, controlando las condiciones de precipitación de las 

nanopartículas magnetita y, por tanto, las propiedades de tamaño y morfología, se pueden 

obtener nanopartículas de magnetita con coercitividades que varían entre 2,4 a 20 kA / m 

(Cornell and Schwertmann 2006; Meisen and Kathrein 2000).     

1.2. Procesos de formación y síntesis 

La magnetita se puede formar en diferentes ambientes, desde aquéllos donde se 

encuentran condiciones de altas presiones y temperaturas, hasta ambientes sedimentarios 

donde tienen lugar formaciones a baja temperatura. Así, se ha encontrado presente en 

diferentes tipos de rocas y sedimentos. Además, se ha encontrado magnetita en rocas de 

origen extraterrestre, como es el caso del meteorito ALH84001 procedente de Marte 
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(Thomas-Keprta et al. 2000). Por otro lado, la magnetita también está presente en la 

mayoría de las formas de vida terrestre (Bazylinski and Frankel 2003; Frankel and 

Bazylinski 2003). De esta manera, por ejemplo, se ha encontrado la presencia de 

magnetita en bacterias (Frankel et al. 1979), hongos (Bharde et al. 2006), algas (Torres 

de Araujo et al. 1986) o en animales presentando diferentes funciones (Kirschvink 1981; 

Kirschvink and Lowenstam 1979; Walcott et al. 1979). Una de las funciones más 

importantes es la de dotar a los organismos que la poseen de la capacidad de orientarse 

con el campo magnético terrestre, función vital en animales migratorios.  

Por lo tanto, la magnetita puede presentar un origen abiótico, a través de su 

precipitación inorgánica, o biótico, si se produce su precipitación o mineralización en 

organismos, lo que se conoce como biomineralización.  

1.2.1. Mineralización inorgánica 

En la actualidad, existen una amplia variedad de metodologías para la síntesis de 

nanopartículas de magnetita inorgánica (MNPs del inglés Magnetic Nanoparticles), cada 

una de las cuales está determinada por las condiciones de reacción y las características de 

las nanopartículas de magnetita que se desean obtener. Por lo general, el uso de un 

procedimiento u otro va a estar condicionado por la aplicación de las nanopartículas de 

magnetita sintetizadas (El-Boubbou 2018; Laurent et al. 2008).  

La metodología clásica de coprecipitación, introducida en 1981 (Massart 1981), 

constituye el procedimiento químico más simple y eficiente para obtener MNPs.  En el 

procedimiento, se produce la coprecipitación en agua de los iones Fe2+ y Fe3+, mediante 

el uso de una relación estequiométrica 2:1 (Fe3+/Fe2+), a pH alcalino comprendido entre 

8 y 14, y en un medio no oxidante (libre de oxígeno) (Garrels and Christ 1990; Jolivet et 

al. 2004). La reacción química para la formación de MNPs sigue la siguiente ecuación:  

𝐹𝑒2+ +  2𝐹𝑒3+ +  8𝑂𝐻− →  𝐹𝑒3𝑂4 + 4𝐻2𝑂 (1) 

La principal ventaja de esta metodología es la posibilidad de sintetizar una gran 

cantidad de nanopartículas de una manera simple y económica, permitiendo su escaldo. 

Sin embargo, presenta el inconveniente de no poder ejercer un gran control sobre la 

distribución de tamaño de las MNPs, ya que los factores cinéticos controlan el 

crecimiento del cristal. A pesar de ello, existen numerosas estrategias para controlar tanto 
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el tamaño como la forma de las MNPs en el proceso de coprecipitación. Tales estrategias 

incluyen la modificación o el ajuste de parámetros como el pH, la fuerza iónica del medio, 

la temperatura, la naturaleza de las sales usadas o la relación de las concentraciones 

[Fe3+]/[Fe2+] (Babes et al. 1999; Gribanov et al. 1990). Por otro lado, el uso de aditivos 

en la coprecipitación como ácidos orgánicos (ácido cítrico o ácido oleico) o polímeros 

(dextrano o polivinilalcohol), que actúen como quelantes de los iones de hierro también 

han resultado ser una estrategia eficiente para controlar el tamaño de las nanopartículas, 

así como sus características superficiales (El-Boubbou 2018; Laurent et al. 2008).  

Otro método muy utilizado es la síntesis hidrotermal. Esta metodología se utiliza 

para sintetizar MNPs en medios acuosos en reactores o autoclaves a altas temperaturas (> 

200 ºC) y altas presiones (> 13.790 kPa) (Chen et al. 2008; Ge et al. 2009; Khollam et al. 

2002). Las altas temperaturas dan lugar a una nucleación rápida y a un crecimiento rápido 

de las nanopartículas recién formadas. Todo ello conduce a la formación de 

nanopartículas de pequeño tamaño muy uniformes. Existen dos vías para obtener MNPs 

mediante condiciones hidrotérmicas: (i) hidrólisis y oxidación, donde se utilizan sales 

ferrosas; y (ii) neutralización de hidróxidos metálicos mixtos (Laurent et al. 2008). En 

esta metodología es posible controlar la geometría y el tamaño de las MNPs modificando 

parámetros como el solvente, la temperatura y el tiempo utilizados (Chen and Xu 1998). 

Sin embargo, a pesar de la capacidad de control sobre el tamaño, esta metodología 

presenta numerosos inconvenientes asociados con el uso de solventes orgánicos, altas 

temperaturas y la generación de cantidades significativas de subproductos tóxicos 

(Kolhatkar et al. 2013; Laurent et al. 2008; Lu et al. 2007).  

La metodología sol-gel se utiliza para la obtención de óxidos metálicos nano-

estructurados (Dai et al. 2005; Ismail 2005). Este proceso se basa en la hidroxilación y 

condensación de precursores moleculares presentes en la solución, originando un “sol” 

de nanopartículas. Posteriormente, la condensación y la polimerización inorgánica dan 

lugar a una red tridimensional de óxido de hierro denominado gel. Al igual que en el caso 

anterior, esta metodología permite ejercer un buen control sobre el tamaño y la estructura 

del cristal (Reddy et al. 2012). Sin embargo, a pesar de que las reacciones anteriores se 

realizan a temperatura ambiente, se necesitan tratamientos térmicos posteriores para 

adquirir el estado cristalino final, lo que condiciona su uso y aplicación (Kojima 1997; 

Liu et al. 1997).   
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Por último, en los últimos años ha despertado el interés en la síntesis de MNPs en 

ambientes confinados utilizando “nano-reactores” en los que se restringe y controla el 

crecimiento de las MNPs (Abu Bakar et al. 2007; Breulmann et al. 1998; Ortega and 

Reguera 2019). Esta estrategia implicaría el uso de las metodologías descritas 

anteriormente, especialmente el método de coprecipitación, adaptadas a estas nuevas 

condiciones confinadas. Así, se han descrito numerosas aproximaciones de esta 

metodología para la obtención de MNPs de tamaño definido que implican el uso de 

“nano-reactores” sintéticos y biológicos como, por ejemplo, la síntesis en surfactantes 

anfotéricos (Santra et al. 2001), en dendrímeros (Strable et al. 2001), en ciclodextrinas 

(Hou et al. 2005), en cajas de apoferritina (Uchida et al. 2006), en el interior de 

membranas de fosfolípidos capaces de formar vesículas (magnetoliposomas) (De Cuyper 

and Joniau 1991; Sangregorio et al. 1999) o el uso de diferentes tipos de hidrogeles 

(Laurent et al. 2008; Xiong et al. 2011). 

1.2.2. Mineralización controlada/inducida biológicamente: 

Biomineralización 

La magnetita también puede presentar un origen biótico en donde tiene lugar un 

proceso conocido como biomineralización. La biomineralización es un proceso en el que 

los organismos, de manera directa o indirecta, producen minerales (Bazylinski et al. 

2007). Existen una gran variedad de minerales producidos mediante diferentes vías de 

biomineralización relacionadas con la filogenia y la actividad metabólica del organismo 

(o microorganismo) implicado. Además, estos minerales de origen biótico, también 

conocidos como biominerales, presentan características que difieren claramente de sus 

equivalentes sintetizados inorgánicamente, tales como la forma, el tamaño o la 

cristalinidad (Bazylinski et al. 2007; Bazylinski and Frankel 2003; Haferburg and Kothe 

2007; Takahashi et al. 2007).  

Los procesos de biomineralización se pueden dividir en dos grupos diferentes en 

función del grado de control que el organismo (o microorganismo) ejerce en el proceso. 

En 1981, Lowenstam (Lowenstam 1981) calificó a estos dos grupos como 

“Mineralización Inducida Biológicamente” (BIM del inglés Biologically Induced 

Mineralization) y “Mineralización mediada por matriz orgánica”. Posteriormente, en 

1983, Mann (Mann 2001), renombró el último grupo como “Mineralización Controlada 

Biológicamente” (BCM del inglés Biologically Controlled Mineralization).  
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1.2.2.1. Mineralización inducida biológicamente (BIM) 

En la BIM, la nucleación y crecimiento de los biominerales tiene lugar a través de 

procesos extracelulares derivados de la actividad metabólica del microorganismo y/o del 

aporte de núcleos de crecimiento, actuando como tales las propias estructuras celulares, 

pero no existe una maquinaria celular especializada para realizar este proceso. La 

biomineralización tiene lugar como consecuencia de cambios en el equilibrio químico del 

entorno circundante (mecanismos pasivos) y por los cambios cinéticos inducidos por el 

aporte de superfiecies (mecanismo activos) (Fortin and Beveridge 2000; Heim 2011; 

Southam 2014). Ejemplos de mecanismos pasivos son la conversión rédox de iones 

metálicos específicos que se encuentran unidos a la superficie bacteria o la excreción de 

iones producidos metabólicamente, lo que da lugar a una sobresaturación del sistema con 

respecto a la fase mineral concreta. Los mecanismos activos tienen lugar cuando el 

microorganismo ofrece sus propios componentes celulares tales como paredes, 

membranas y/o restos celulares, en los que tiene lugar una unión inespecífica de cationes, 

los cuales, junto con la participación de aniones circundantes, dan lugar a la nucleación y 

posterior crecimiento del mineral. Este mecanismo activo puede incluso estar mediado 

por células muertas como consecuencia de la exposición de superficies cargadas 

negativamente que actúan como sitios de nucleación para cationes metálicos. Entre los 

elementos celulares implicados que participan en la BIM, destacan las sustancias 

poliméricas extracelulares (EPS del inglés Extracellular Polymeric Substances) (Chan et 

al. 2009).  

En el caso de la magnetita, ésta puede formarse mediante BIM a través de la 

actividad de los microorganismos desasimiladores reductores del hierro. Los 

microorganismos más estudiados capaces de producir magnetita mediante BIM son las 

bacterias reductoras de hierro de los géneros Geobacter y Shewanella. En ambientes 

anóxicos, estos microorganismos respiran utilizando Fe3+ (en forma de oxihidróxido 

férrico amorfo o a partir de la disolución de óxidos de hierro cristalinos) como aceptor 

final de la cadena de transporte de electrones, el cual es reducido a Fe2+ y liberado al 

exterior. Posteriormente, este Fe2+ junto con los iones Fe3+ presentes en el medio, se 

concentran en las superficies celulares, dando lugar a la sobresaturación del medio con 

respecto a la magnetita y, por tanto, provocando la precipitación de este mineral 

(Bazylinski et al. 2007; Frankel and Bazylinski 2003; Ghozlan et al. 2018; Lovley 1991).  
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Los biominerales resultantes del BIM, incluida la magnetita, presentan una 

composición y propiedades que dependen de las condiciones ambientales (tales como pH, 

pO2, pCO2, Eh o temperatura) y son muy parecidos a los minerales formados 

inorgánicamente bajo las mismas condiciones químicas, aunque presentan ciertas 

características diferenciales, como pueden ser la acumulación de matera orgánica en el 

interior del cristal (Perez-Gonzalez et al. 2010). Por lo general, dichos biominerales 

exponen una baja cristalinidad, amplia distribución de tamaño, composición química 

heterogénea, falta de morfologías cristalinas específicas y, en la mayoría de los casos, 

están estrechamente relacionados con la pared celular (Bazylinski et al. 2007; Frankel and 

Bazylinski 2003; Heim 2011). 

1.2.2.2. Mineralización controlada biológicamente (BCM) 

En la BCM, a diferencia de la BIM, el proceso de mineralización está controlado 

genéticamente y el organismo controla activamente el sitio de nucleación, el crecimiento, 

la morfología y la ubicación final del biomineral. En consecuencia, los biominerales 

producidos por BCM se caracterizan por ser cristales bien ordenados, con distribuciones 

de tamaño estrechas y morfologías específicas y consistentes (Bazylinski and Frankel 

2003). Por lo general, los biominerales sintetizados a través de esta vía son productos 

sofisticados y específicos que otorgan al organismo que los sintetiza funciones biológicas 

especializadas (Weiner and Dove 2003).  

Los mecanismos de control cristalo-químicos en este tipo de biomineralización 

varían en función del organismo, aunque todos ellos presentan la característica común de 

realizar la formación del mineral en un entorno cerrado y aislado (Heim 2011). Así, se ha 

establecido una clasificación para dichos mecanismos: “mineralización mediada por 

matriz orgánica” (mineralización extracelular) y “mineralización organizada por límites” 

(mineralización inter e intracelular) (Mann 2001). La BCM extracelular implica la 

producción por parte de la célula de una matriz macromolecular en el exterior celular. 

Dicha matriz, cuya composición y estructura está controlada genéticamente, está 

compuesta generalmente por proteínas, polisacáridos o glicoproteínas, que forman un 

entramado tridimensional, en el cual la célula suministra activamente cationes para que 

tenga lugar una nucleación y crecimiento in situ del biomineral (Weiner and Dove 2003). 

En el caso de la BCM intercelular, ésta ocurre principalmente en organismos unicelulares 

que existen como una comunidad. Así, por ejemplo, este tipo de mineralización no es 
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común en bacterias, pero se encuentra comúnmente en algas calcáreas, como Halimeda 

(Borowitzka 1982). Este mecanismo constituye una variación de la BCM extracelular 

donde la epidermis de los organismos individuales actúa de matriz para el aislamiento del 

sitio de mineralización (Mann 2001; Weiner and Dove 2003). Por último, la BCM 

intracelular se lleva a cabo en el interior de compartimentos específicos dentro de la célula 

como, por ejemplo, vesículas o vacuolas, aunque la mineralización también puede ocurrir 

en el interior de láminas semipermeables compuestas por macromoléculas insolubles 

como proteínas o polisacáridos. De esta manera, el organismo puede regular de manera 

exacta la composición química, la estructura morfológica y el tamaño de la partícula del 

biomineral (Bazylinski and Frankel 2003). Existen numerosos ejemplos de BCM 

intracelular en organismos eucariotas superiores, como es el caso de la formación de los 

huesos y dientes en mamíferos (Kirschvink and Hagadorn 2000). En el caso de 

organismos procariotas, el ejemplo más conocido y caracterizado hasta la fecha es el del 

grupo las bacterias magnetotácticas, las cuales llevan a cabo la cristalización de 

biominerales magnéticos en el interior de vesículas conocidas como magnetosomas. Este 

ejemplo de BCM intracelular se explicará detalladamente en el siguiente apartado.  

1.2.3. Bacterias magnetotácticas (MTB) 

Las bacterias magnetotácticas (MTB del inglés Magnetotactic Bacteria) 

constituyen un grupo ubicuo y heterogéneo de microorganismos procariotas 

caracterizados por la presencia de un orgánulo específico, el magnetosoma. Este 

orgánulo está compuesto por cristales de magnetita (Fe3O4) o greigita (Fe3S4) rodeados 

por una bicapa lipídica (Balkwill et al. 1980; Gorby et al. 1988; Komeili et al. 2004). Los 

cristales se encuentran alineados formando una o varias cadenas en el interior celular 

(Bazylinski et al. 1995). Los magnetosomas permiten que las bacterias se alineen 

pasivamente en las líneas del campo magnético terrestre para, posteriormente, nadar 

activamente hasta situarse, dentro de la columna de agua, en la zona de transición óxica-

anóxica que presente la cantidad de oxígeno necesaria para su supervivencia (Figura 5). 

Esta capacidad se denomina magneto-aerotaxis (Balkwill et al. 1980; Bazylinski and 

Schübbe 2007; Gorby et al. 1988; Lower and Bazylinski 2013). 

A pesar de no constituir un grupo taxonómico, las MTB comparten numerosas 

características (Bazylinski and Frankel 2004): (i) todos los miembros descritos hasta la 

fecha son procariotas Gram-negativos, (ii) todos son organismos móviles, generalmente, 
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por flagelos; (iii) crecen únicamente en condiciones microaerófilas y/o anaerobias; (iv) 

salvo con alguna excepción, presentan un metabolismo respiratorio; (v) tienen actividad 

nitrogenasa; (vi) son mesófilos; y (vii) todos presentan magnetosomas.  

 

Figura 5. Esquema del proceso de magneto-aerotaxis. Las bacterias magnetotácticas se 

alinean dentro de las líneas del campo magnético terrestre y, a continuación, nadan 

activamente hasta alcanzar la zona óptima de oxígeno para su crecimiento. Imagen 

adaptada y modificada de Bazylinski and Frankel 2004. 

1.2.3.1. Formación del magnetosoma 

La formación del magnetosoma es un proceso sometido a un alto control genético. 

Los genes implicados se encuentran localizados en una región específica del genoma de 

las MTB denominada isla del magnetosoma (MAI del inglés Magnetosome Island) 

(Schübbe et al. 2003). En esta región se localizan los genes codificantes de las proteínas 

asociadas al magnetosoma (MAPs del inglés Magnetosome Associated Proteins) 

responsables del proceso de biomineralización de la magnetita (Nudelman and Zarivach 

2014), así como otras proteínas implicadas en el proceso de formación del magnetosoma. 

Debido a ello, los cristales de magnetita presentan una morfología que varía en función 

de la especie o de la cepa (Figura 6) (Bazylinski et al. 1994). 
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Figura 6. Diversidad morfológica de los cristales de magnetita presentes en las MTB. 

Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de cristales presentes en las MTB 

con forma cubo-octaédrica (A), prismas elongados (B, C) y forma de diente (D). Imagen 

adaptada y modificada de Uebe and Schüler 2016. 

El estudio de la formación del magnetosoma constituye un gran área 

multidisciplinar de investigación que abarca campos muy diversos tales como la 

microbiología, la geobiología, la biofísica, la biotecnología o la nanotecnología. Desde el 

descubrimiento de las MTB, se han realizado numerosos estudios para comprender y 

examinar la fisiología, ecología y filogenia de estos organismos, así como las propiedades 

magnéticas y minerales de los magnetosomas (Bazylinski et al. 1994; Uebe and Schüler 

2016). Para la realización de dichos estudios, se han utilizado los organismos modelo 

Magnetospirillum magneticum (AMB) y Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 

(MSR) debido a su relativa facilidad de cultivo en el laboratorio. Los estudios realizados 

sobre estas MTB han puesto de manifiesto que la formación del magnetosoma consta de 

4 etapas (Figura 7) (Lohße et al. 2014; Uebe and Schüler 2016): 

 

Figura 7. Esquema del proceso de formación del magnetosoma. Modelo del proceso de 

formación del magnetosoma de Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1. El proceso 
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se divide en cuatro etapas: [1] Formación de las vesículas del magnetosoma (A, B); [2] 

Ensamblaje de las proteínas en la membrana del magnetosoma (A, B); [3] Transporte del 

hierro al interior del magnetosoma y biomineralización de la magnetita (C); [4] 

alineamiento de las cadenas del magnetosoma y división durante la segregación celular 

(D, E, F). Imagen adaptada y modificada de Uebe and Schüler 2016. 

Invaginación de la membrana del magnetosoma a partir de la membrana 

citoplasmática. La formación de las vesículas está inducida por las proteínas MamQ, 

MamB y MamL, mientras que la proteína MamY está implicada en la regulación de la 

forma de las vesículas (Tanaka et al. 2010). 

Anclaje a la membrana citoplasmática de las proteínas del magnetosoma. Se 

desconoce si este paso ocurre antes, a la vez o después de la invaginación de la membrana 

citoplasmática. Concretamente, la proteína MamA forma un complejo multi-proteico que 

rodea la membrana del magnetosoma y facilita las interacciones proteína-proteína. Por 

otro lado, la proteína MamE está implicada en la localización de las proteínas del 

magnetosoma mediante un proceso independiente de proteasa (Quinlan et al. 2011; 

Zeytuni et al. 2011). 

Transporte del hierro al interior de la vesícula y mineralización de los 

cristales de magnetita. Esta fase del proceso de formación del magnetosoma se puede 

dividir a su vez en cuatro pasos: 

 Transporte del hierro: una vez se ha formado la membrana del magnetosoma, se 

produce el proceso de biomineralización donde se acumulan grandes cantidades 

de hierro en el interior de las vesículas. Concretamente, las proteínas MamB y 

MamM se encargan del transporte del hierro ferroso, mientras que el hierro férrico 

bien se obtiene por la oxidación del hierro ferroso en el interior de la vesícula, o 

bien se transporta al interior de ésta con ayuda de las proteínas MamH y MamZ 

(Raschdorf et al. 2013; Uebe et al. 2011).  

 Control del potencial rédox: para que tenga lugar la formación de la magnetita 

durante el proceso de biomineralización, es necesario un control del potencial 

rédox en el interior de la vesícula por parte de la bacteria. Las proteínas MamE, 

MamT, MamP y MamX contienen dos o tres dominios “magnetocromos” 
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(dominios de unión al grupo hemo) y se cree que forman un complejo para la 

regulación del flujo de electrones (Raschdorf et al. 2013; Siponen et al. 2012).  

 Nucleación de los cristales de magnetita: el proceso de nucleación de los cristales 

de magnetita también se encuentra regulado debido a que en cada vesícula sólo 

tiene lugar la formación de un solo cristal. Estudios con mutantes que presentan 

deleciones en algunos de los genes implicados demuestran que las proteínas 

MamE, MamM y MamO parecen tener un papel importante en la regulación de la 

nucleación del cristal (Uebe and Schüler 2016).  

 Crecimiento y maduración del cristal: los cristales de magnetita presentes en los 

magnetosomas maduros son muy uniformes y presentan una estrecha distribución 

de tamaño, lo que indica la existencia de un alto grado de control del crecimiento 

del cristal. En este proceso intervienen numerosas proteínas entre las que 

destacan: MamS, MamR, MamN, MamF (y su homóloga MmsF), Mms5 (o 

MamG), Mms6, Mms7 (o MamD) y MamC (o Mms13) (Uebe and Schüler 2016). 

Ensamblaje de la cadena de magnetosomas y posicionamiento de los mismos 

para la segregación durante la división celular. Los magnetosomas se ensamblan en 

cadenas mediante la interacción de la proteína MamJ con los filamentos MamK (similares 

a actina), los cuales también regulan el posicionamiento de la cadena. Durante el proceso 

de división celular, las cadenas del magnetosoma se posicionan en la mitad celular para 

asegurar una segregación igualitaria en ambas células hijas. Se cree que la proteína 

implicada en este proceso es la proteína MamK (Uebe and Schüler 2016). 

1.2.3.2. Características de los cristales del magnetosoma 

Como resultado del proceso de formación del magnetosoma y la consiguiente 

biomineralización, se obtienen cristales con unas características magnéticas, químicas y 

físicas únicas que los convierten en la nanopartícula magnética ideal (Valverde-

Tercedor et al. 2015). Entre estas características destacan (Bazylinski et al. 1994; 

Thomas-Keprta et al. 2000):  

Tamaño. Los magnetosomas maduros contienen cristales de magnetita o greigita 

que se producen en un rango de tamaños estrecho comprendido entre 35-120 nm 

(Bazylinski et al. 1995; Thomas-Keprta et al. 2000). De esta manera, tal y como se ha 

indicado anteriormente, estos cristales son dominios únicos magnéticos estables. Este 

hecho tiene un significado físico para la célula ya que, tal y como se ha comentado 
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anteriormente, partículas más pequeñas serían superparamagnéticas a temperatura 

ambiente y no tendrían una magnetización remanente estable y, en el caso de cristales de 

un tamaño superior, éstos serían nanopartículas de dominio múltiple, lo que reduciría la 

magnetización permanente (Bazylinski and Frankel 2003). Por lo tanto, los cristales de 

magnetita superparamagnéticos o multidominio no tienen valor para la magneto-aerotaxis 

(Kirschvink and Lowenstam 1979). Al presentar cristales de dominios magnéticos únicos, 

la célula consigue maximizar la remanencia magnética de sus cristales del magnetosoma.  

Por otro lado, a diferencia de los cristales obtenidos inorgánicamente o mediante BIM, la 

distribución de tamaño de los cristales de magnetita (CSD del inglés Crystal Size 

Distribution) de una sola especie de MTB exhibe una distribución de tamaño estrecha 

asimétrica que presenta una desviación negativa hacia los tamaños más grandes (Arató et 

al. 2005; Devouard et al. 1998). 

Morfología. La morfología de los cristales de magnetita de los magnetosomas 

suele ser una característica específica de la cepa bacteriana. Por lo general, se han 

encontrado tres tipos de morfologías principales: (i) cubo-octaédricas (Balkwill et al. 

1980), (ii) pseudo-prismáticas alongadas (Mann et al. 1984) y (iii) con forma de punta de 

flecha, bala o diente (Mann et al. 1987a, 1987b). A diferencia de los cristales de magnetita 

sintetizados inorgánicamente, donde tiene lugar un crecimiento centro-simétrico que 

conduce a morfologías isotrópicas (por ejemplo, cubo-octaédricas), la mayoría de los 

cristales de magnetita sintetizados por las MTB son partículas anisotrópicas inusuales, 

donde el crecimiento cristalino no es centro-simétrico, es decir, es diferente en las tres 

direcciones espaciales. Estas estructuras se obtienen como resultado del crecimiento 

desigual de algunas caras de simetría relacionadas (Jimenez-Lopez et al. 2010). En 

relación a los mecanismos causantes de esta asimetría, se cree que podría producirse bien 

a partir de un flujo anisotrópico de iones a través de la membrana del magnetosoma que 

rodea al cristal (Mann and Frankel 1989), o bien, a través de interacciones específicas del 

cristal de magnetita con las MAPs presentes en la membrana del magnetosoma (Amemiya 

et al. 2007; Arakaki et al. 2010; Galloway et al. 2011; Prozorov et al. 2007a, 2007b; 

Valverde-Tercedor et al. 2015).  Por otro lado, como consecuencia de esta anisotropía, es 

característico (aunque no exclusivo) que los cristales de los magnetosomas crezcan y se 

alarguen en la dirección cristalográfica [111] (Jimenez-Lopez et al. 2010; Thomas-Keprta 

et al. 2002, 2000). Todo ello, permite que las partículas de los magnetosomas alcancen 
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volúmenes más grandes y, por tanto, momentos dipolares magnéticos más grandes 

manteniendo siempre el estado de dominio único magnético (Thomas-Keprta et al. 2000).    

Pureza química. La magnetita producida por las MTB es Fe3O4 estequiométrica 

y químicamente pura, carente de otros contaminantes metálicos, salvo contadas 

excepciones (Mann and Frankel 1989; Thomas-Keprta et al. 2000). Las MTB excluyen 

estos elementos metálicos (tales como Ti, Cr, Mn o Al) de los cristales de magnetita en 

crecimiento, a pesar de que dichos elementos se encuentren disponibles en el medio 

(Gorby et al. 1988). Esta alta especificidad química está condicionada por las múltiples 

vías que las MTB presentan para la adquisición y transporte de Fe, que implican múltiples 

pasos de quelación y reacciones rédox asociadas a un transporte acoplado a ATP a través 

de la bicapa lipídica (Braun et al. 1998).  

Estructura cristalina perfecta. Los cristales de magnetita producidos por las 

MTB presentan una gran perfección estructural, sin defectos internos (Mann et al. 1988). 

La falta de defectos en la red cristalina incrementa el momento magnético neto de la 

partícula, lo que es imprescindible para una correcta magneto-aerotaxis (Jimenez-Lopez 

et al. 2010). Además, esta perfección innata permite diferenciarlos claramente de aquellos 

cristales producidos mediante BIM, los cuales incorporan materia orgánica en su interior, 

lo que provoca una alteración en su estructura cristalina (Perez-Gonzalez et al. 2010).  

Alineación de la cadena. Tal y como se ha comentado anteriormente, los 

magnetosomas de las MTB se encuentran alineados en una o varias cadenas en el interior 

celular, lo que produce la orientación espontánea de los cristales a lo largo de la cadena 

(Bazylinski and Frankel 2004). Esta disposición permite que el momento magnético total 

de la célula corresponda con la suma vectorial de cada uno de los momentos magnéticos 

de los cristales individuales dispuestos linealmente. Así, se consigue maximizar el 

momento magnético total de la célula (Thomas-Keprta et al. 2000).  

1.3. Biomimética 

Las características descritas en el apartado anterior, especialmente aquéllas 

relacionadas con el tamaño y la morfología, determinan las propiedades magnéticas 

únicas de los cristales de magnetosoma, lo que permite que sean fácilmente guiados 

mediante la aplicación de un campo magnético externo (Arakaki et al. 2014; Prozorov et 
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al. 2013). Todo ello, junto con otras características químicas y biológicas destacables 

como su biocompatibilidad (Alphandéry 2014; Sun et al. 2010), ha despertado el interés 

de la aplicación potencial de los magnetosomas en nanotecnología. Así, algunos ejemplos 

de estas aplicaciones son su uso como agentes de contraste en resonancia magnética 

(Goldhawk et al. 2012; Mathuriya 2015), agentes de hipertermia (Alphandéry 2014), 

sistemas de liberación de fármacos (Mathuriya 2015; Sun et al. 2011), biosensores 

(Arakaki et al. 2008; Matsunaga et al. 2003; Tanaka et al. 2004), separadores moleculares 

(Matsunaga et al. 2007) o para la extracción de ADN (Arakaki et al. 2008; Ota et al. 

2006). Además, la biomineralización de la magnetita en el interior de las MTB es un 

proceso que se lleva a cabo en condiciones de temperatura ambiente y a 1 atm de presión, 

lo cual supone una ventaja clara frente a la síntesis química de nanocristales de magnetita 

en la que, en algunos casos, se utilizan solventes orgánicos y condiciones extremas para 

controlar el tamaño y la morfología del cristal (Amemiya et al. 2007; Valverde-Tercedor 

et al. 2015), lo que encarece la producción de dichos cristales, así como complica los 

procesos ulteriores de purificación para poder utilizar las nanopartículas en aplicaciones 

clínicas.  

Sin embargo, a pesar de constituir la nanopartícula magnética ideal y de las 

ventajas que su síntesis conlleva, a día de hoy el uso de magnetosomas a nivel industrial 

supone un desafío debido a la imposibilidad de escalar la producción de estos cristales a 

niveles industriales. Este “cuello de botella” está condicionado por las estrictas 

necesidades fisiológicas de las MTB, lo que da lugar a un crecimiento lento y dificultoso, 

así como la falta de conocimiento real de cómo tiene lugar el proceso de síntesis del 

magnetosoma. De hecho, todavía se están dilucidando cuáles son los genes esenciales 

implicados en el proceso. Por ello, con el objetivo de solventar este problema y superar 

este cuello de botella, se están explorando y desarrollando tres aproximaciones diferentes.  

La primera aproximación implica la expresión de los genes involucrados en la 

biomineralización en bacterias fácilmente cultivables. Esta vía ha sido explorada por 

Kolinko et al. 2014, los cuales insertaron genes específicos de la MTB M. 

gryphiswaldense en Rhodospirillum rubrum, obteniendo una cepa recombinante capaz de 

producir cristales de magnetita en su interior denominados magnetosomas "heterólogos". 

A pesar de ello, poco se conoce de la posibilidad de escalado industrial de esta bacteria 

recombinante. 
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La segunda aproximación implica el uso de magnetosomas no producidos por 

MTB. Se ha demostrado que bacterias oxidantes de hierro como Acidithiobacillus 

ferrooxidans y Leptospirillum ferriphilum son capaces de sintetizar magnetosomas. La 

gran ventaja de estas bacterias es que son mucho más fáciles de cultivar que las MTB y, 

por tanto, la producción de magnetosomas utilizando estas bacterias sería más fácilmente 

escalable (Gao et al. 2006; Yan et al. 2016, 2013). Por el contrario, estos magnetosomas 

no son tan funcionales como los de las MTB, presentando unas propiedades magnéticas 

menos eficientes, así como están compuestos por mezclas de óxidos de hierro, lo que 

condiciona su potencial uso debido a la necesidad de un proceso de purificación que no 

sólo incluye la separación partícula-célula, sino también la extracción de magnetita de la 

mezcla de sólidos con el objetivo de obtener partículas con unas propiedades magnéticas 

mejoradas (Gao et al. 2006; Yan et al. 2013). 

La tercera aproximación, la cual es de especial relevancia en la presente Tesis 

Doctoral, es la biomimética, un concepto basado en aprender de la naturaleza para 

desarrollar nuevas estrategias de producción de materiales funcionalizados avanzados 

(Mann 2001). Este concepto fue introducido por Mann 1993, el cual postuló que las tres 

etapas básicas que tienen lugar en un proceso de biomineralización podrían proporcionar 

arquetipos útiles para el desarrollo nuevos materiales abióticos denominados 

biomiméticos. Estos tres pilares básicos del proceso de biomineralización son los 

siguientes: (i) organización supramolecular, es la etapa inicial del proceso donde tiene 

lugar la construcción de un entorno de reacción adecuado antes de la biomineralización; 

(ii) reconocimiento molecular inter-facial, una segunda etapa que implica la nucleación 

controlada de grupos inorgánicos a partir de una solución acuosa, la cual se lleva a cabo 

a partir de la construcción molecular de sistemas supramoleculares orgánicos que actúan 

de molde para dicha nucleación inorgánica; y (iii) procesamiento celular, el cual 

constituye el último paso de la biomineralización, donde tiene lugar una participación 

celular más activa, que conduce a la producción de biominerales con texturas y formas 

inusuales (por ejemplo, anisotrópicas), constituyendo este último nivel el nivel más 

complejo. Así, basándonos en dichas etapas se conseguiría abordar de una manera más 

eficiente los tres elementos clave de la síntesis química de nanopartículas: síntesis a escala 

nanométrica, la ingeniería de cristales (para el control de la nucleación y crecimiento del 

cristal) y la fabricación estructural de cristales (para el control de la morfología y 

estructura del cristal). De esta manera, en una aproximación biomimética, la síntesis a 
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nano-escala se debería abordar utilizando como inspiración las etapas de 

biomineralización de organización previa supramolecular y reconocimiento inter-facial, 

la ingeniería de cristales integraría las etapas de reconocimiento y procesamiento celular 

y, por último, la fabricación estructural combinaría las etapas de organización previa y el 

procesamiento celular (Figura 8) (Mann 1993).  

 

Figura 8. Biomimética. Relaciones intrínsecas entre los procesos de biomineralización y 

la química sintética biomimética de materiales. Imagen adaptada y modificada de Mann 

1993. 

Por lo tanto, la química sintética biomimética utiliza una comprensión moderna 

de los procesos de biomineralización para diseñar y fabricar nuevos materiales con 

funcionalidades y propiedades específicas. Para ello, se lleva a cabo el uso de 

arquitecturas de proteínas y/o polímeros para controlar la composición, la orientación y 

la morfología de los materiales resultantes. Todo ello, ha generado un enorme interés en 

los enfoques biomiméticos para el desarrollo de materiales sintéticos versátiles por 

diseño.  

En el caso de la estrategia biomimética para la obtención de magnetosomas, dicha 

estrategia implica la síntesis química de cristales parecidos a los magnetosomas, cuya 

producción podría ser potencialmente escalable a niveles industriales, mediante el uso de 

MAPs expresadas de manera heteróloga o como péptidos sintéticos en experimentos de 

precipitación de magnetita in vitro (Amemiya et al. 2007; Arakaki et al. 2010, 2003; Bird 

et al. 2016b; Galloway et al. 2011; Kashyap et al. 2014b; Liu et al. 2015; Lopez-Moreno 

et al. 2017; Nudelman et al. 2016, 2018a, 2018b; Prozorov et al. 2007a, 2007b; Rawlings 

et al. 2014; Valverde-Tercedor et al. 2015). Para ello, esta aproximación se fundamenta 
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en el hecho de que, durante la biomineralización, las MAPs situadas en la membrana del 

magnetosoma interactúan de manera específica con el biomineral, desempeñando un 

papel importante en el proceso de biomineralización (Bazylinski and Frankel 2004; Mann 

2001). De hecho, tal y como se ha comentado anteriormente, estas interacciones definen 

las características de cristal. Del conjunto de todas las MAPs implicadas en el proceso de 

biomineralización de magnetosoma, han despertado interés para esta aproximación 

aquellas proteínas implicadas en el control del tamaño y/o la morfología del cristal (véase 

apartado 1.2.3.1.), dado que otras funciones necesarias para el proceso de síntesis como 

son el control del potencial rédox o pH, pueden suplirse químicamente mediante la 

adición de diferentes compuestos a la reacción de mineralización. De todas ellas, a día de 

hoy, se han conseguido expresar de manera heteróloga y evaluar su efecto in vivo e in 

vitro las siguientes MAPs: 

Mms6: fue una de las primeras proteínas del magnetosoma estudiadas (Arakaki 

et al. 2003). Mms6 es la proteína integral de membrana más abundante del magnetosoma 

y se encuentra fuertemente unida al cristal (Arakaki et al. 2003; Raschdorf et al. 2018). 

En cuanto a su estructura, presenta un dominio N-terminal hidrofóbico (el cual puede 

tener un papel importante en el auto-ensamblaje de estas proteínas in vitro), y una región 

C-terminal hidrofílica con aminoácidos ácidos y grupos hidroxilo con capacidad de unir 

hierro. La posible estructura secundaria de Mms6 muestra un dominio N-terminal 

desestructurado seguido de una hélice transmembrana y el extremo C-terminal, el cual 

puede formar una estructura en α-hélice (Arakaki et al. 2003; Nudelman and Zarivach 

2014). En relación a estudios in vivo, estudios de mutagénesis en los que se realizaba una 

deleción del gen mms6 en M. magneticum AMB-1, mostraron que Mms6 es una de las 

proteínas con mayor importancia en el control del tamaño y forma del cristal de magnetita 

(Arakaki et al. 2014; Tanaka et al. 2011). Respecto a su papel en la aproximación 

biomimética, estudios de mineralización in vitro en presencia de Mms6 recombinante 

procedente de M. magneticum AMB-1, muestran la formación de cristales con una 

morfología cúbica o cubo-octaédrica y una estrecha distribución de tamaños (20-30 nm) 

(Amemiya et al. 2007; Prozorov et al. 2007a). Por otro lado, en relación al uso de péptidos 

sintéticos, en el estudio desarrollado por Arakaki et al. 2010, se realizó la síntesis de 

diferentes péptidos sintéticos que mimetizaban el extremo C-terminal de la proteína, de 

los cuales algunos originaron nanopartículas con la misma distribución de tamaños que 

aquéllas obtenidas con la proteína completa, poniendo de manifiesto el papel de la región 
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C-terminal de la proteína en el control del tamaño y la morfología de los cristales. 

Además, en relación a su mecanismo de acción, se ha observado que Mms6, durante los 

experimentos in vitro, se auto-ensambla en una estructura micelar con capacidad de unir 

hierro en su superficie, facilitando de esta manera la nucleación de magnetita a partir de 

la formación de una fase precursora amorfa (Kashyap et al. 2014b). Por otro lado, también 

se ha evaluado el papel de Mms6 unida a superficies en experimentos in vitro de 

biomineralización. Este enfoque ha proporcionado resultados prometedores tanto para la 

síntesis y fabricación de cristales, así como para comprender mejor el papel in vivo de la 

proteína (Bird et al. 2016a, 2016b; Galloway et al. 2012; Liu et al. 2015). En resumen, 

los cristales obtenidos in vitro en presencia de la proteína Mms6 presentan morfologías 

similares a las observadas en los magnetosomas de M. magneticum AMB-1. Sin embargo, 

el tamaño es significativamente menor al de los magnetosomas. Además, estas partículas 

no presentan una temperatura de Verwey (es decir, aquella temperatura por debajo de la 

cual la magnetita sufre una transición de fase asociada con una modificación de la carga 

superficial y un cambio brusco de susceptibilidad y magnetización remanente (Chang et 

al. 2016)), que es muy distintiva y característica de los magnetosomas y está 

estrechamente relacionada con una estructura cristalina bien definida.   

MamC: MamC es la segunda proteína integral de membrana más abundante del 

magnetosoma después de Mms6 (Raschdorf et al. 2018). MamC presenta una estructura 

constituida por dos dominios transmembrana helicoidales unidos por un bucle con 

estructura en α-hélice. La región N-terminal es hidrofóbica mientras que el extremo C-

terminal y el bucle son hidrofílicos (Nudelman and Zarivach 2014). Estudios in vivo de 

mutagénesis en los que se realizaron deleciones del gen codificante para la proteína 

homóloga de MamC, Mms13, en M. magneticum AMB-1, dieron lugar a la formación de 

cristales con morfologías similares a las del tipo silvestre pero de tamaño muy pequeño, 

indicando esto su papel en el crecimiento y tamaño del cristal (Arakaki et al. 2014). 

Respecto a su papel en la aproximación biomimética, destacan los experimentos de 

mineralización in vitro en presencia de la proteína MamC recombinante de 

Magnetococcus marinus MC-1, llevados a cabo por Valverde-Tercedor et al. 2015 y 

Lopez-Moreno et al. 2017. En los citados estudios, se obtuvieron cristales de magnetita 

con un rango de tamaños entre 20-80 nm, dentro del cual la mayoría de los cristales 

presentaba un tamaño comprendido entre 30-40 nm, en comparación con los 

experimentos control (libres de proteína) donde se obtuvieron cristales con un tamaño 
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comprendido entre 10-20 nm. Además, dichos cristales mostraban unas caras bien 

desarrolladas y definidas con morfologías rectangulares, rómbicas y cuadradas 

bidimensionales. En relación a las propiedades magnéticas de estas partículas 

biomiméticas, éstas presentaban una temperatura de Verwey de 100 K, similar a la 

descrita para los magnetosomas (y que rara vez se encuentra en partículas sintéticas), así 

como mostraron un mayor momento magnético por partícula en comparación con las 

partículas obtenidas en el experimento control (Valverde-Tercedor et al. 2015). Dadas las 

destacables características de estas nanopartículas magnéticas biomiméticas de magnetita 

mediadas por la proteína MamC (de ahora en adelante referidas como BMNPs, del inglés 

Biomimetic Magnetic Nanoparticles), en especial sus propiedades magnéticas, dichas 

partículas serán objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral. Concretamente, se 

evaluará la potencial aplicación de las BMNPs como nanotransportadores de fármacos y 

agentes de hipertermia en el tratamiento local de enfermedades localizadas.  

En relación a cómo la proteína MamC podría ejercer su efecto in vitro, se ha 

puesto de manifiesto que tanto el extremo C-terminal como el bucle presente entre los 

dos dominios transmembrana parecen estar involucrados en la precipitación de magnetita, 

debido a la presencia de una alta concentración de aminoácidos ácidos en estas áreas 

específicas, siendo, por tanto, capaces de unir hierro y aumentar localmente la 

sobresaturación del sistema con respecto a la magnetita (Valverde-Tercedor et al. 2015). 

Esta teoría se vio reforzada con el estudio realizado por Kashyap et al. 2014a, donde, 

mediante el uso de la técnica de STEM-HAADF, se observó que MamC forma micelas 

en solución con una superficie cargada negativamente. De esta manera, el hierro se uniría 

preferentemente a la superficie de estas micelas y la nucleación del cristal tendría lugar 

en dicha superficie (Kashyap et al. 2014a). Por otro lado, el estudio realizado por 

Nudelman et al. 2016, puso de manifiesto la posible existencia de un efecto molde (efecto 

template), en el cual es necesario que el bucle presente una determinada estructura para 

que sea funcional. Estos autores sugieren que tanto la estructura helicoidal del bucle como 

la presencia de dos aminoácidos específicos, Asp70 y Glu66, juegan un papel importante 

en las interacciones proteína-mineral. Así, MamC interaccionaría con la partícula de 

magnetita actuando como un molde en su crecimiento mediante una interacción directa y 

específica entre la superficie de la magnetita y dichos residuos. En concreto, se ha 

postulado que la distancia entre dos átomos de hierro en la superficie del cristal es de 6 

Å, mientras que la distancia existente entre estos dos aminoácidos es de 8 Å, pudiendo 
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así interaccionar con el hierro. Esta interacción permitiría el control de la morfología y el 

tamaño de los cristales de magnetita (Nudelman et al. 2016; Subagyo and Sueoka 2007). 

Sin embargo, a pesar de todos estos avances y teorías, todavía no se ha descifrado el 

mecanismo específico de interacción entre MamC y el cristal y por el cual MamC ejerce 

su efecto.    

MmsF (o su homóloga MamF). Estas proteínas presentan una estructura 

constituida por tres hélices transmembrana conectadas por dos bucles. El extremo C-

terminal y el primer bucle son dos regiones ricas en aminoácidos ácidos y, por tanto, con 

capacidad de unir hierro (Murat et al. 2012; Nudelman and Zarivach 2014). Estudios in 

vivo de mutagénesis han demostrado que estas proteínas parecen controlar tanto el tamaño 

como la forma de los cristales de magnetita. Así, los mutantes que carecen de 

mmsF/mamF dieron lugar a un menor número de magnetosomas, los cuales presentaban 

un tamaño menor en comparación con los magnetosomas de tipo silvestre (Lohße et al. 

2014; Murat et al. 2012). Respecto a su papel en la aproximación biomimética, los 

experimentos de mineralización in vitro de magnetita en presencia de MmsF, dieron lugar 

a cristales de magnetita más grandes y con una morfología más definida en comparación 

con los cristales obtenidos en el experimento control (sin proteínas). Sin embargo, en el 

caso de MamF, se obtuvieron mezclas de óxidos de hierro con diferentes morfologías y 

una amplia distribución de tamaño (Rawlings et al. 2014).  

En conclusión, a pesar de que las nanopartículas de magnetita obtenidas mediante 

esta aproximación difieren de aquéllas encontradas en los magnetosomas, la aplicación 

del enfoque biomimético en la síntesis química de magnetosomas ha supuesto un gran 

avance en el diseño y producción de nanopartículas de magnetita, posibilitando su 

aplicación en nanotecnología. 

1.4. Limitación del escalado de la producción de 

nanopartículas de magnetita 

El uso de nanopartículas de magnetita en nanotecnología está condicionado por 

sus propiedades magnéticas, las cuales, tal y como se ha explicado en apartados 

anteriores, están íntimamente relacionadas con el tamaño y morfología del cristal. 

Además, otro factor importante que compromete su aplicación es la presencia de grupos 
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funcionales en su superficie que faciliten la adsorción de moléculas. A día de hoy, no 

existe un protocolo de síntesis química escalable industrialmente que permita la obtención 

de nanopartículas de magnetita con las características descritas anteriormente. Por otro 

lado, de los protocolos de síntesis existentes que permiten ejercer un control más 

exhaustivo sobre el tamaño y la morfología del cristal (véase apartado 1.2.1.), así como 

modificar la composición superficial, ninguno de ellos constituye un protocolo cuyo 

escalado sea asequible económicamente y/o no tenga impacto medioambiental. Así, tal y 

como se ha mencionado anteriormente, estos protocolos implican el uso de solventes 

orgánicos y condiciones extremas de temperatura y presión, lo que da lugar a la 

generación de diferentes subproductos tóxicos (Kolhatkar et al. 2013; Laurent et al. 2008; 

Lu et al. 2007; Reddy et al. 2012). Por otro lado, en relación a las metodologías de síntesis 

no contaminantes, destaca el método de síntesis de coprecipitación en agua como 

potencial candidato para síntesis a gran escala de nanopartículas de magnetita, debido a 

que constituye una metodología rentable, eficiente, escalable y ecológica. Sin embargo, 

el control ejercido sobre el tamaño de las MNPs y, por tanto, sobre sus propiedades 

magnéticas es limitado. Las MNPs resultantes de los métodos de coprecipitación a 

temperatura ambiente son altamente poli-dispersas con un tamaño promedio del cristal 

que varía entre 5-20 nm. Además, carecen de superficies funcionalizables y/o 

biocompatibles y, muchas de ellas, son demasiado pequeñas para mostrar un gran 

momento magnético por partícula (El-Boubbou 2018; Kolhatkar et al. 2013; Laurent et 

al. 2008; Lu et al. 2007; Prozorov et al. 2013).  

En consecuencia, existe una necesidad real de diseño de nuevas metodologías de 

coprecipitación en agua que permitan ejercer un control sobre el tamaño de las 

nanopartículas y sus propiedades magnéticas, así como proporcionen superficies 

modificadas que faciliten su funcionalización, y cuyas condiciones no presenten un 

impacto significativo en el medio ambiente. En este contexto, una alternativa 

prometedora es el enfoque biomimético para la síntesis química en agua de nanopartículas 

de magnetita a temperatura ambiente mediante el uso de MAPs, descrita en el apartado 

1.3. Sin embargo, a pesar de las claras ventajas que esta aproximación conlleva, todavía 

no se ha optimizado escalado industrial para la producción en masa de BMNPs. Uno de 

los “cuellos de botella” de dicho proceso de escalado recae en la necesidad de obtener 

MamC como proteína recombinante cada vez que se necesita la síntesis de un nuevo lote 

de BMNPs. Así, una alternativa sería la posibilidad de producir en masa la proteína y 
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poder almacenarla de una manera eficiente y segura hasta su uso. En este aspecto, las 

proteínas, como cualquier otro reactivo biológico, son sensibles a una manipulación 

brusca, por lo que los métodos de conservación varían y dependen notablemente de las 

propiedades de las proteínas y las condiciones de almacenamiento. Por lo tanto, la 

definición de un método para el almacenamiento de cantidades masivas de MamC que 

permita su conservación, a la vez que mantiene sus propiedades funcionales, constituye 

el primer paso hacia el escalado de la producción de BMNPs mediante la metodología de 

la química sintética biomimética.  En el Capítulo I, se abordará el estudio y análisis de 

la idoneidad de diferentes metodologías para la conservación de la proteína MamC 

como primer paso hacia el escalado de la síntesis de BMNPs. 

 Alternativamente, se ha puesto de manifiesto que la aplicación de enfoques 

biomiméticos que implican el uso de poli-aminoácidos como aditivos, en lugar de 

proteínas, también presentan un efecto en el control del tamaño, la morfología, la 

agregación y las propiedades magnéticas de las nanopartículas de magnetita 

(Baumgartner et al. 2014; Lenders et al. 2017, 2015). De hecho, se ha demostrado que 

cambios en la proporción de aminoácidos de las cadenas principales de poli-aminoácidos 

resultan en un ajuste en el tamaño y las propiedades magnéticas de las nanopartículas de 

magnetita resultantes (Lenders et al. 2015). Sin embargo, pese a las ventajas que ofrece 

esta estrategia, el empleo de poli-aminoácidos supone un coste demasiado elevado, lo que 

condiciona o limita su posible escalado industrial. Partiendo de esta premisa, es necesaria 

la búsqueda de nuevos aditivos más económicos capaces de ejercer efecto sobre las 

propiedades de las nanopartículas de magnetita resultantes como una alternativa real que 

posibilite su escalado industrial. Concretamente, en el Capítulo I se evaluará el efecto 

del uso de aminoácidos simples (Lisina y Arginina) como aditivos biológicos para la 

producción de MNPs en condiciones biomiméticas (a temperatura ambiente y 1 atm 

de presión).  

1.5. Estabilización de las nanopartículas magnéticas 

La estabilización de las nanopartículas de magnetita constituye otro elemento 

crucial para la aplicabilidad de dichas nanopartículas, dada la necesidad de obtener 

ferrofluidos coloidales magnéticos estables contra la agregación. Dicha estabilización se 

puede lograr mediante el uso y/o la combinación de dos fuerzas repulsivas: la repulsión 
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electrostática y la repulsión estérica (Schwertmann and Cornell 1991). Para ello, es 

necesario el recubrimiento de la superficie de las nanopartículas. Este recubrimiento, 

además de mejorar la estabilidad coloidal y física de las nanopartículas, permite aumentar 

su dispersión en agua, así como proporcionar grupos funcionales que permitan la 

conjugación con moléculas bio-activas o ligandos dirigidos, para obtener nanopartículas 

multifuncionales (De Cuyper et al. 2007; Gupta and Curtis 2004; Ma et al. 2006). Dentro 

de las diferentes estrategias utilizadas para el recubrimiento y estabilización de las 

nanopartículas de magnetita destacan: 

El recubrimiento de superficies mediante el uso de materiales estabilizadores. 

Esta estrategia incluye el uso de moléculas estabilizadoras como compuestos tensoactivos 

o polímeros con el objetivo de estabilizar las superficies recién formadas, así como 

proporcionar grupos funcionales en la superficie. Para ello, se pueden aplicar dos 

metodologías: un recubrimiento in situ durante la síntesis o un recubrimiento post-síntesis 

(Laurent et al. 2008). En el primer caso, estas moléculas estabilizadoras se añaden como 

aditivos durante la síntesis de las nanopartículas de magnetita para estabilizar las 

superficies recién formadas. En este caso, el uso de estos aditivos durante la reacción de 

precipitación condiciona tanto el tamaño como la morfología del cristal (Laurent et al. 

2008). En cambio, el recubrimiento post-síntesis consiste en recubrir o encapsular las 

nanopartículas una vez formadas. Destaca el uso de estabilizadores no poliméricos 

basados en monómeros orgánicos que contienen grupos funcionales como carboxilato, 

fosfato o sulfato (por ejemplo, ácido oleico o ácido cítrico) (Kim et al. 2005; Sahoo et al. 

2005), así como el uso de estabilizadores poliméricos como el dextrano (Carmen Bautista 

et al. 2005), polivinilalcohol (Liu et al. 2008), alginato (Morales et al. 2008),  quitosano 

(Zhi et al. 2006) o ácido poli(lactico-co-glicólico) (PLGA) (Ngaboni Okassa et al. 2005). 

Encapsulación en liposomas. Los liposomas (vesículas compuestas por una 

bicapa de fosfolípidos) presentan la capacidad de encapsular altas concentraciones de 

coloides magnéticos. La gran ventaja de estos sistemas magnéticos liposomales (también 

conocidos como magnetoliposomas) es que, a diferencia de la estrategia anterior, el 

recubrimiento de la superficie se logra utilizando metodologías de síntesis de liposomas 

sin ninguna modificación química de las nanopartículas de magnetita encapsuladas (Arias 

et al. 2011a). El recubrimiento de las nanopartículas con este material biológico 

incrementa su estabilidad coloidal, facilita la funcionalización de los magnetoliposomas 

con numerosas sustancias bioactivas, así como incrementa la biocompatibilidad y la 
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biodegradabilidad de las nanopartículas (Cho et al. 2008; Durán et al. 2008). Dadas las 

ventajas que el recubrimiento de las nanopartículas de magnetita con liposomas presenta, 

en el Capítulo III se realizará la optimización del recubrimiento de MNPs y BMNPs 

con liposomas y se evaluará el impacto de dicho recubrimiento en sus propiedades 

físicas y magnéticas.     

2. Nanopartículas de magnetita: una plataforma 

tecnológica muy versátil 

2.1. Aplicaciones tecnológicas y biotecnológicas 

Las propiedades magnéticas, físicas, químicas y biológicas de las nanopartículas 

de magnetita, en especial de aquéllas obtenidas mediante la química sintética 

biomimética, convierten a estas nanopartículas en una plataforma tecnológica muy 

versátil con un gran abanico de oportunidades y aplicaciones en el campo de la 

biotecnología y nanotecnología. A continuación, se describirán las aplicaciones más 

relevantes de las nanopartículas de magnetita. 

Nanopartículas de magnetita en aplicaciones tecnológicas. Dadas sus 

propiedades magnéticas, las nanopartículas de magnetita se pueden utilizar para el 

almacenamiento magnético de información, desarrollo de tintas magnéticas, la 

refrigeración magnética o la producción de ferrofluídos, formados por nanopartículas 

magnéticas en líquidos viscosos (Berger et al. 1999; Charles and Popplewell 1982; Huber 

2005; Prozorov et al. 2013; Shen and Kirschner 2002; Sun et al. 2000). Los ferrofluidos 

son materiales química y termodinámicamente estables que, ante la presencia de un 

campo magnético, responden de manera homogénea y unitaria, es decir, es el fluido en 

su totalidad el que responde y se alinea con el campo. Todo ello ha permitido su uso en 

la fabricación de materiales que están sujetos a movimiento y vibraciones (por ejemplo, 

amortiguadores de discos duros y centrífugas, o su uso en la fabricación de materiales en 

la industria aeroespacial) (Berger et al. 1999; Odenbach 2009; Prozorov et al. 2013).  

Nanopartículas de magnetita para bio-análisis. Las nanopartículas de 

magnetita se pueden utilizar para el desarrollo de diferentes técnicas de bio-análisis: 
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 Bio-separación in vitro: la separación magnética constituye un método alternativo 

muy atractivo para la captura selectiva y específica de diferentes moléculas 

(proteínas, péptidos, ADN, células o virus) en comparación con los métodos 

tradicionales (por ejemplo, electroforesis, ultrafiltración o precipitación y 

cromatografía de afinidad). Además, la separación magnética se puede combinar 

con técnicas analíticas posteriores para la detección y cuantificación 

(cromatografía líquida, infrarrojos, etc.). El principio básico de esta metodología 

es muy simple. Las nanopartículas magnéticas funcionalizadas con grupos 

funcionales que reconozcan y/o se unan a la molécula de interés (como puede ser 

una etiqueta de afinidad, grupos de intercambio iónico o ligandos 

hidrofóbicos/hidrofílicos), se mezclan con la muestra biológica a analizar. Tras un 

tiempo de incubación, los complejos formados (nanopartícula funcionalizada y 

molécula unida) se aíslan por separación magnética y se lavan. Finalmente, se 

realiza la elución de las moléculas purificadas (He et al. 2014). 

 Biosensores e inmunoensayos: las nanopartículas de magnetita se pueden utilizar 

como elementos transductores y/o plataformas magnéticas para la inmovilización, 

separación y concentración del analito objetivo antes de la detección. En el caso 

de su uso como transductor magnético, la transducción se puede realizar mediante 

dos técnicas: la detección mediante resonancia magnética (véase “Nanopartículas 

de magnetita como agentes de contraste” en el presente apartado) o el uso de 

sensores magnetorresistivos (basado en los cambios de la resistencia electrónica 

del material al exponerlo a un campo magnético). En el caso de su uso como 

inmunoplataformas magnéticas, las nanopartículas de magnetita proporcionan un 

soporte sólido con un gran área de superficie, aumentando la cantidad de 

biomoléculas conjugadas, lo que permite incrementar el rendimiento del sensor 

analítico. Además, los protocolos de lavado pueden automatizarse mediante el uso 

de imanes (Ortega and Reguera 2019; Sobczak-Kupiec et al. 2016). 

 Nanopartículas de magnetita para la inmovilización de enzimas/proteínas: debido 

a que permiten la recuperación magnética de una manera fácil y rápida de mezclas 

complejas, las nanopartículas de magnetita han despertado un creciente interés en 

su uso como soporte sólido de proteínas/enzimas. Dicha inmovilización se puede 

llevar a cabo mediante la conjugación directa del enzima/proteína sobre las 

nanopartículas mediante un enlace covalente usando carbodiimida o mediante un 

enlace tioéter (Reddy et al. 2012; Saiyed et al. 2007). Así, se han conseguido 
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inmovilizar diferentes enzimas en nanopartículas magnéticas como la peroxidasa 

de rábano (Zhang et al. 2008a), la tripsina (Pereira et al. 2010), la lacasa (Huang 

et al. 2007), la amilasa o la xilanasa (Salem et al. 2021).   

 Nanopartículas de magnetita para la separación de metales pesados contaminantes 

en mezclas: este método de separación magnética permite la eliminación 

magnética rápida, rentable y fácil de estas sustancias de mezclas de reacción 

heterogéneas y complejas, tanto a pequeña escala como a escala de planta piloto. 

Además, esta metodología puede automatizarse sin necesidad de diluir la muestra 

o perder el portador magnético durante la purificación. Así, nanopartículas de 

magnetita recubiertas con poli-ácido-acrílico o poli-L-cisteína se han utilizado 

como quelantes selectivos para la separación de metales pesados (Huang and Chen 

2009; White et al. 2009).        

Nanopartículas de magnetita en nanomedicina. Las nanopartículas de 

magnetita se aplican en diferentes ámbitos de la nanomedicina como son el análisis, el 

diagnóstico y/o el tratamiento de la enfermedad: 

 Nanopartículas de magnetita como agentes de contraste: la resonancia magnética 

de imagen (MRI del inglés Magnetic Resonance Imaging) es una técnica de 

imagen no invasiva capaz de proporcionar imágenes anatómicas de alta resolución 

con alta resolución espacial. Es un método ampliamente empleado, 

principalmente, en el diagnóstico de patología de tejidos blandos o cartílagos, 

permitiendo diferenciar entre tejidos malignos y tejidos sanos. Las nanopartículas 

de magnetita son excelentes agentes de contraste T2 en comparación con otros 

agentes de contraste como Gd3+-DTPA. Así, mediante su uso, se obtiene un 

contraste oscuro o negativo debido a la inducción de una fuerte susceptibilidad 

magnética en los protones de agua de alrededor de las nanopartículas (Laurent et 

al. 2008; Qiao et al. 2009). En otras palabras, la alta susceptibilidad magnética de 

las nanopartículas de magnetita acorta el tiempo de relajación transversal de los 

protones en las regiones del tejido donde se localizan dichas nanopartículas, 

generando una imagen más oscura del área objetivo en contraste con el fondo 

biológico (Na et al. 2009).  

 Nanopartículas de magnetita como plataformas de teragnóstico: el término 

teragnóstico se definió como aquel material que combina las modalidades de 
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terapia y diagnóstico por imagen (Funkhouser 2002). Las nanopartículas de 

magnetita son la plataforma más estudiada y utilizada para este fin. Los 

principales beneficios que las nanopartículas de magnetita ofrecen en este ámbito 

son: (i) una carga muy alta de fármaco; (ii) farmacocinética y biodistribución 

adecuados; (iii) capacidad de guía magnética y control de la liberación de 

fármacos; y, (iv) la capacidad que presentan para su uso como agentes de contraste 

para MRI, para monitorizar y controlar el suministro del fármaco y la respuesta 

terapéutica (Han and Zhou 2016; Han et al. 2016). 

 Nanopartículas de magnetita en magnetofección: las terapias génicas se basan en 

la introducción de ácidos nucleicos con el objetivo de modular y/o reparar alguna 

función. En este sentido, la magnetofección se define como la administración de 

ácidos nucleicos bajo la influencia de un campo magnético externo que actúa 

sobre las nanopartículas de magnetita que transportan el material genético. Dicho 

suministro se puede realizar utilizando vectores virales (transducción) o vectores 

no virales (transfección). La magnetofección conlleva los siguientes pasos: (i) 

funcionalización de las nanopartículas de magnetita con el ADN; (ii) incubación 

in vitro o administración sistémica in vivo; y (iii) guía del vector cerca del objetivo 

mediante la aplicación de un campo magnético externo (Mykhaylyk et al. 2007; 

Reddy et al. 2012). Así, son numerosos los estudios que han mostrado un 

incremento en la eficiencia de la transducción/transfección tanto in vitro como in 

vivo al administrar el material genético acoplado a nanopartículas magnéticas 

(Tresilwised et al. 2010).  

 Nanopartículas de magnetita en ingeniería de tejidos: la ingeniería de tejidos se 

basa en el desarrollo y construcción de “andamios” biocompatibles basados en 

microestructuras bidimensionales o tridimensionales que proporcionan a las 

células propiedades de fijación, crecimiento, diferenciación y proliferación. La 

colonización celular de esos “andamios” puede tener lugar ex vivo para su 

posterior injerto en el cuerpo o en condiciones in vivo (Kubinová and Syková 

2010). Existe una técnica de ingeniería de tejidos que incluye el uso de 

nanopartículas magnéticas para proporcionar propiedades magnéticas a las células 

y facilitar la colonización del andamio, conocida como Mag-TE (Bock et al. 2010; 

Ishii et al. 2011). Esta tecnología se basa en el siguiente procedimiento: (i) 

adsorber o cargar las células con las nanopartículas; (ii) hidratar el “andamio” con 

la suspensión celular anterior; (iii) aplicar un campo magnético externo 
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permitiendo que las células se dirijan, compacten y colonicen el “andamio” (Ito et 

al. 2007).  

 Nanopartículas de magnetita como nanotransportadores de fármacos y agentes de 

hipertermia: dado que estas dos aplicaciones son aplicaciones de relevancia para 

esta Tesis Doctoral, se describirán con mayor detalle en el apartado 2.2.  

2.2. Nanopartículas magnéticas en nanomedicina: el reto del 

tratamiento local de enfermedades localizadas 

El término nanomedicina se popularizó a finales de la década de los noventa para 

describir el uso y aplicación de un campo emergente, la nanotecnología (la cual busca 

describir y explotar las propiedades y comportamientos únicos de las estructuras a escala 

nanométrica), en la salud humana (Freitas 1999; Shi et al. 2017). El concepto 

nanomedicina incluye una amplia gama de enfoques que abordan tanto el tratamiento 

como el diagnóstico de enfermedades y su definición se está perfeccionando a medida 

que la disciplina avanza y evoluciona. Desde la aprobación de las primeras nanomedicinas 

(Doxil: formulación liposómica que incluye el fármaco doxorrubicina) por parte de la 

Agencia de Medicamentos y Alimentación (FDA del inglés Food and Drug 

Administration) en 1995, el campo de la nanomedicina ha experimentado un crecimiento 

exponencial. De esta manera, el número total de artículos relacionados con nanomedicina 

en PubMed se ha duplicado en número cada año desde el inicio del siglo XXI (Shi et al. 

2017). A día de hoy, existen aproximadamente 50 nanoformulaciones aprobadas por la 

FDA y se estima que su valor de mercado alcance los 270 billones de dólares para el año 

2023.  

En relación al ámbito de aplicación de la nanomedicina para la liberación de 

fármacos (del inglés drug delivery), el cual será el tema que se aborde en el presente 

bloque, las nanoformulaciones incluyen soluciones terapéuticas compuestas por 

polímeros, lípidos, metales, materiales inorgánicos o magnéticos que presentan, al menos, 

una dimensión física de 1-1000 nm, preferentemente entre 5-200 nm. Estas plataformas 

de tamaño nanométrico conocidas como nanotransportadores (del inglés nanocarriers) 

han ido evolucionando en complejidad macromolecular para incrementar y mejorar sus 

funcionalidades, así como conseguir mejorar los requisitos básicos que todo 

nanotransportador debe presentar:  (1) el nanotransportador debe poder transportar una 
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dosis suficiente de un fármaco hidrófobo o hidrófilo; (2) se debe poder dirigir, distribuir 

y acumular en el sitio diana tanto a nivel anatómico como a nivel sub-celular; y (3) debe 

ser biocompatible, estar bien caracterizado y ser fácilmente funcionalizable. De manera 

resumida, un nanotransportador tiene que solubilizar el agente activo farmacéutico, 

adaptar las interacciones celulares para incrementar la absorción del fármaco, así como 

minimizar la eliminación o degradación de su carga antes de llegar al sitio diana. Además, 

el nanotransportador debe no ser inmunogénico y tener un protocolo de síntesis sencillo 

y escalable (Kakkar et al. 2017; Peer et al. 2007a).  

Las características mencionadas anteriormente hacen plausible que la aplicación 

del fármaco cargado en el nanotransportador ofrezca una serie de ventajas que la 

administración convencional del fármaco no presenta: (1) mejora del índice terapéutico 

del fármaco (el cual representa la comparación entre la cantidad de fármaco que causa el 

efecto terapéutico y aquella cantidad que causa toxicidad) incrementando su eficacia y/o 

disminuyendo su toxicidad; (2) posibilidad de liberación dirigida en un tejido, célula y /o 

compartimento celular; (3) mejora de las propiedades farmacocinéticas del agente 

terapéutico (estabilidad, solubilidad, vida media en sangre); (4) posibilidad de liberación 

múltiple de fármacos con efecto sinérgico; (5) posibilidad de realización de una liberación 

del fármaco controlada por estímulos; y (6) posibilidad de aplicación de una terapia 

combinada aprovechando las características físicas inherentes del nanotransportador (por 

ejemplo, la capacidad de generar calor mediante hipertermia magnética de las 

nanopartículas de óxido de hierro) (Kumari et al. 2016; Peer et al. 2007a; Shi et al. 2017).  

Sin embargo, a pesar de las ventajas que el uso de nanotransportadores en la 

liberación de fármacos conlleva, aún existen numerosos retos y desafíos a nivel biológico 

y tecnológico por resolver que han imposibilitado la total irrupción de la nanotecnología 

en el tratamiento de enfermedades localizadas, tales como el cáncer o las enfermedades 

infecciosas. Prueba de ello, es el bajo número de medicamentos que incluyen 

nanotransportadores aprobados por la FDA. 

En los siguientes apartados, se describirán los desafíos a los que actualmente se 

enfrenta el campo de la nanomedicina en el ámbito de la liberación de fármacos, así como 

las vías alternativas que se están desarrollando para superar el problema y posibilitar la 

ansiada explosión de la nanotecnología en el campo de la nanomedicina.  
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2.2.1. Retos y desafíos 

El interés en el uso de nanotransportadores para la liberación de fármacos 

despertó, en un primer momento, por la capacidad de estas plataformas para solventar las 

limitaciones farmacocinéticas asociadas con las formulaciones terapéuticas 

convencionales. Sin embargo, no fue hasta el descubrimiento por parte de Maeda et al. 

1986 del efecto de retención y permeabilidad aumentadas (efecto EPR del inglés 

Enhanced Permeability and Retention effect) que la comunidad científica puso el foco en 

el potencial de estos nanotransportadores (Chauhan and Jain 2013; Matsumura and 

Maeda 1986). El paradigma del efecto EPR se basa en la idea de que nanopartículas con 

un tamaño comprendido entre 10 y 100 nm que presenten una larga circulación sanguínea, 

son lo suficientemente grandes para evitar la extravasación en los tejidos sanos, así como 

para ser eliminados por los riñones. Sin embargo, su tamaño permite la extravasación a 

través de la vasculatura disfuncional asociada a los tumores. Una vez dentro del tumor, 

los vasos linfáticos defectuosos evitan la eliminación de las nanopartículas del tejido 

favoreciendo así su acumulación (Maeda et al. 2013). Este descubrimiento supuso el 

inicio de numerosas vías de investigación encaminadas a la liberación de fármacos en 

sitios específicos utilizando nanotransportadores y ha sido objeto de estudio durante las 

últimas décadas (Blanco et al. 2015; Irvine and Dane 2020). Posteriormente, se puso de 

manifiesto la evidencia del efecto EPR en diferentes patologías incluyendo, por ejemplo, 

infecciones (Azzopardi et al. 2012) o insuficiencia cardiaca (Marti et al. 2012). Todo ello, 

ha posibilitado que el uso de nanotransportadores suponga una estrategia con gran 

potencial para el tratamiento de enfermedades localizadas, tal y como demuestra la 

aprobación clínica por parte de la FDA de nanoformulaciones de nanotransportadores 

para el tratamiento de infecciones fúngicas, hepatitis A o la enfermedad renal terminal 

(Zhang et al. 2008b). Sin embargo, a pesar de la aprobación clínica de estas 

nanoformulaciones, en un sentido práctico, el beneficio ofrecido a los pacientes por estas 

plataformas en comparación con las formulaciones convencionales es ínfimo (Gradishar 

et al. 2005; O’Brien et al. 2004). A pesar del potencial de dichas plataformas para 

incrementar la vida media del fármaco y mejorar su acumulación en el sitio deseado, 

existen numerosas barreras biológicas que comprometen en un sentido estricto la 

biodisponibilidad en el sitio deseado, imposibilitado así la obtención de los resultados 

terapéuticos esperados.  
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Además de las barreras biológicas, encontramos otras barreras y retos 

tecnológicos relacionados con el diseño racional del nanotransportador, aspectos 

regulatorios o la optimización de su síntesis y caracterización que también deben ser 

abordados para conseguir el éxito en la traslación de los resultados a clínica.   

2.2.1.1. Barreras biológicas 

El conocimiento de las interacciones biológicas a las que se enfrentan los 

nanotransportadores tras su administración, supone un aspecto clave y necesario para 

abordar el diseño correcto de estas plataformas y conseguir la correcta acumulación de 

las nanoformulaciones en el lugar deseado. Existen numerosas barreras biológicas que los 

nanotransportadores deben sobrepasar para llegar al sitio diana. Entre estas barreras 

encontramos: opsosinzación y secuestro por el sistema fagocítico mononuclear (MPS del 

inglés Mononuclear Phagocyte System), distribución no específica, limitación 

condicionada por los flujos sanguíneos o hemorreológicos, gradientes de presión, 

internalización celular, escape de los compartimentos lisosomales y endosomales y las 

bombas de eflujo de fármacos (Figura 9). Es importante destacar que la complejidad de 

dichas barreras se verá afectada por otros factores tales como, por ejemplo, la ruta de 

administración (oral o sistémica), el tipo de enfermedad (cáncer o infección) o el estado 

de avance de la enfermedad. A continuación, se describirán brevemente y de manera 

secuencial todas estas barreras. Además, se analizarán otras interacciones biológicas de 

los nanotransportadores como son la respuesta inmunológica y el aclaramiento renal.  



Introducción 

87 

 

 

Figura 9. Secuencia de las barreras e interacciones biológicas que tienen lugar durante la 

administración de fármacos utilizando nanotransportadores. Imagen adaptada y 

modificada de Blanco et al. 2015. 

 Opsonización y secuestro por el MPS. Una de las mayores limitaciones de la 

liberación de fármacos utilizando nanotransportadores, reside en la incapacidad de 

alcanzar los niveles terapéuticos en el lugar deseado debido a la captación de estas 

nanoformulaciones en los órganos sanos. El MPS es un sistema constituido por células 
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fagocíticas, predominantemente macrófagos, localizados en el bazo, ganglios linfáticos e 

hígado. Este sistema secuestra los nanotransportadores inmediatamente después de la 

aplicación sistémica (Patel and Moghimi 1998). Para ello, en un primer momento, se 

produce el fenómeno conocido como opsonización, el cual consiste en la adsorción de 

proteínas del plasma (las conocidas como proteínas corona) en la superficie de la 

nanoformulación (Tenzer et al. 2013). A continuación, como consecuencia de la unión, 

se desencadena el reconocimiento y eliminación de las nanoformulaciones por el sistema 

MPS (Mahmoudi et al. 2011). Se han diseñado diferentes estrategias con el objetivo de 

“camuflar” las nanoformulaciones y evitar su opsonización, como son el recubrimiento 

con polietilenglicol (PEG) (Milton Harris and Chess 2003), el uso de péptidos como el 

péptido CD47 que provocan que el macrófago reconozca la nanoformulación como 

propia evitando la fagocitosis (Rodriguez et al. 2013) o la aproximación biomimética de 

recubrimiento de la nanoformulación con membranas celulares obtenidas bien de 

leucocitos (Parodi et al. 2013) o de células rojas (Hu et al. 2011).  

 Dinámica de los vasos sanguíneos y hemorreología. El flujo de los 

nanotransportadores, la marginación de los mismos, entendida como la deriva lateral de 

las nanopartículas a las paredes endoteliales, así como sus propiedades de adhesión a los 

vasos sanguíneos dependen del tamaño y la geometría. A diferencia de las nanopartículas 

esféricas, las cuales debido a su geometría se encuentran en una región particular del vaso 

sanguíneo conocida como capa libre de células, resultado directo de la tendencia de los 

glóbulos rojos a acumularse preferentemente en el centro del vaso, las nanopartículas no 

esféricas, como las alargadas, son más propensas a efectos de caída y oscilación en la 

dinámica de circulación de los vasos sanguíneos moviéndose de un lado del vaso 

sanguíneo al opuesto. Todo ello posibilita el incremento del contacto de las 

nanoformulaciones con la pared celular y hace posible su extravasación a través de las 

fenestraciones de la vasculatura (Blanco et al. 2015).  

 Presión intersticial y extravasación. Una de las características potenciales que 

hacen atractivo el uso de nanotransportadores en el tratamiento de enfermedades 

localizadas es su potencial para acumularse preferentemente en el sitio de tumor, 

infección o inflamación, gracias al efecto EPR descrito en el apartado 2.2.1. Sin embargo, 

aunque el efecto EPR se basa en el efecto derivado de la vasculatura anómala asociada 

con la enfermedad, estudios previos han demostrado que el aumento de la permeabilidad 

y la retención de los nanotransportadores dependerán tanto del órgano afectado, así como 
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en el caso de los tumores, del conocido como microambiente tumoral (Yokoi et al. 2014). 

De esta manera, las presiones intersticiales de los fluidos pueden prevenir el flujo de las 

nanoformulaciones a los sitios de interés. En el caso de los tumores, las presiones 

hidrostáticas y osmóticas están comprometidas debido al microambiente tumoral y a la 

vasculatura alterada (Heldin et al. 2004). Además, la presencia de un drenaje linfático 

ineficiente, junto con una matriz extracelular muy densa, provocan unas elevadas 

presiones de líquido intersticial. Estas altas presiones evitan la correcta extravasación de 

las nanoformulaciones a la zona de interés, comprometiendo la correcta liberación del 

fármaco en el lugar deseado.     

 Internalización celular y compartimentalización. Una vez se ha conseguido 

realizar la extravasación al sitio deseado, las nanoformulaciones deben ser internalizadas 

y, posteriormente, liberar el fármaco que transportan para ejercer su efecto terapéutico. 

En relación a los mecanismos de internalización, en células mamíferas no especializadas, 

la endocitosis mediada por clatrina es el mecanismo común para realizar la incorporación 

de las nanoformulaciones por parte de las células (Le Roy and Wrana 2005). En dicho 

mecanismo, la endocitosis de las nanoformulaciones implica la invaginación de la 

membrana plasmática celular y la formación de vesículas intracelulares (endosomas) que 

finalmente se fusionan con los lisosomas (Bogart et al. 2014; Gould and Lippincott-

Schwartz 2009; Rosenblum and Peer 2014; Sahay et al. 2010). El ambiente 

extremadamente ácido de los lisosomas puede derivar en la degradación tanto del agente 

terapéutico como del nanotransportador. Una alternativa para evitar la deriva de las 

nanoformulaciones en los lisosomas, es conseguir la activación de mecanismos 

alternativos de internalización, como es la endocitosis mediada por caveolina, en la cual 

los compartimentos formados que se desprenden de la membrana, se fusionan con 

caveosomas de pH neutro, evitando así la fusión con lisosomas (Bareford and Swaan 

2007; Sahay et al. 2010). Algunos estudios han demostrado que la funcionalización de las 

nanoformulaciones con ácido fólico, albúmina y colesterol ha derivado en la 

internalización de las mismas a través de endocitosis mediada por caveolina (Dauty et al. 

2002; Gradishar 2006).       

 Resistencia múltiple a fármacos: bombas de eflujo de fármacos. Sin duda 

alguna, la resistencia múltiple a fármacos supone a día de hoy un gran obstáculo para el 

tratamiento de diferentes enfermedades incluyendo infecciones, inflamación y cáncer. La 

resistencia múltiple a fármacos (MDR del inglés Multridrug Resistance) tanto intrínseca 
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como adquirida, implica el eflujo hacia el exterior de fármacos por parte de las células. 

Este fenómeno deriva en una disminución de las concentraciones intracelulares de agente 

terapéutico y, por consiguiente, en una disminución del impacto terapéutico. Todo ello, 

tiene como resultado final una mayor toxicidad local como consecuencia de la exposición 

de las células sanas al fármaco expulsado, así como la necesidad de aumentar la dosis del 

tratamiento (Blanco et al. 2015). 

 Aclaramiento renal. Además de los órganos que componen el sistema MPS, los 

riñones suponen el segundo mayor órgano implicado en el aclaramiento de las 

nanoformulaciones. Tras la administración intravenosa, los riñones filtran las 

nanoformulaciones de la sangre y las eliminan rápidamente del cuerpo (Du et al. 2018). 

Se ha demostrado que el tamaño de la nanoformulación está relacionado de manera 

inversa con el aclaramiento renal. Así, por ejemplo, las nanoformulaciones con un tamaño 

inferior a 5-6 nm tienen una vida media muy corta, inferior a 600 minutos, mientras que 

aquéllas de diámetro superior incrementan su vida media en la sangre (Choi et al. 2010, 

2007). Sin embargo, en el caso de las nanoformulaciones compuestas por 

nanotransportadores no biodegradables, este mecanismo de aclaramiento ha resultado un 

aliado para mejorar la biocompatibilidad y reducir la toxicidad de estos 

nanotransportadores (Kang et al. 2016; Yu and Zheng 2015; Zhou et al. 2011).  

 Respuesta inmunológica al nanotransportador. Otra de las interacciones 

biológicas de los nanotransportadores es su interacción con el sistema inmune. La 

mayoría de los nanotransportadores son inmunoestimulatorios, es decir, son reconocidos 

por el sistema inmune como sustancias extrañas y se genera una respuesta inmune contra 

ellos. Entre estas respuestas destacan la respuesta de anticuerpos por su naturaleza 

antigénica o una respuesta inflamatoria derivada de la endocitosis por parte del sistema 

MPS y la activación de la liberación de citoquinas pro-inflamatorias o el sistema del 

complemento (Dobrovolskaia and McNeil 2007).   

2.2.1.2. Diseño racional del nanotransportador 

El conocimiento de las numerosas barreras secuenciales que las 

nanoformulaciones tienen que superar tras la administración intravenosa ha puesto de 

manifiesto la necesidad urgente de optimizar los parámetros de diseño de los 

nanotransportadores incluyendo el tamaño, la forma o la carga superficial, con el objetivo 
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último de superar estas barreras y conseguir la acumulación del agente terapéutico en el 

lugar deseado (Figura 10). 

 

Figura 10. Diseño racional del nanotransportador. Efecto de las diferentes propiedades 

del nanotransportador (tamaño, forma, carga superficial o estabilidad) en la 

biodistribución (● pulmón, ● hígado, ● bazo y ● riñón). Imagen adaptada y modificada 

de Blanco et al. 2015. 

Tamaño. El tamaño del nanotransportador es un parámetro de diseño importante 

que afecta a la distribución de los nanotransportadores in vivo. Dicho parámetro determina 

diferentes interacciones biológicas que condicionan su vida media en circulación, la 

extravasación a través de la vasculatura o la absorción de macrófagos. Los 

nanotransportadores de < 5 nm son rápidamente eliminados mediante el aclaramiento 

renal (Choi et al. 2007), mientras que nanotransportadores de tamaños superiores son 

acumulados de manera inespecífica en el hígado (Braet et al. 2007). Por otro lado, la 

filtración esplénica explica la retención de nanotransportadores de tamaño > 200 nm dado 

el tamaño hendiduras de las células interendoteliales (comprendido entre 200 y 500 nm) 

(Chen and Weiss 1973). Así, nanotransportadores con un tamaño comprendido entre 20-

100 nm tienen, en principio, un mayor potencial para una larga circulación sanguínea 

(Petros and Desimone 2010). Esto es importante debido a que un incremento en la vida 

media en sangre, aumenta las posibilidades de extravasación a través de la vasculatura 

tumoral, la cual presenta fenestraciones con un tamaño comprendido entre 380-780 nm 
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(Hobbs et al. 1998). Con el fin de acotar el tamaño ideal para conseguir la acumulación 

del nanotransportador en el lugar deseado, se han realizado diferentes estudios en los 

cuales se determinó que el tamaño óptimo para disminuir el aclaramiento y conseguir una 

mayor penetración en el sitio diana es aquel comprendido entre 30 y 50 nm (Cabral et al. 

2011; Tang et al. 2012).   

 Forma. Se ha demostrado que la forma y geometría es un factor crucial que 

determina tanto la farmacocinética como la biodistribución de los nanotransportadores. 

Diferentes formas geométricas dan lugar a diferentes dinámicas de flujo que, de manera 

substancial, alteran el tiempo de circulación, la capacidad de movimiento hacia los 

laterales de los vasos sanguíneos, así como su absorción por células tumorales y 

macrófagos (Ananta et al. 2010; Barua et al. 2013; Black et al. 2014; Smith et al. 2012; 

Toy et al. 2014). Algunos estudios han demostrado que los nanotransportadores con 

formas alargadas, elipsoidales, cilíndricas o discoidales presentan una mayor capacidad 

de acumulación en el lugar deseado, en comparación con las formas esféricas, dada su 

capacidad/tendencia a acumularse y adherirse a las células endoteliales que recubren las 

paredes de los vasos sanguíneos, mejorando así la extravasación al lugar deseado. Sin 

embargo, todavía no se ha definido de manera clara el efecto que la forma tiene en la 

extravasación, ya que se ha demostrado que dicho efecto puede variar dependiendo del 

tipo de enfermedad (Chauhan et al. 2011; Gentile et al. 2008; Kolhatkar et al. 2013; Park 

et al. 2008; Smith et al. 2012).   

 Carga superficial. La carga superficial es otro parámetro del diseño racional de 

los nanotransportadores que se puede modificar con el objetivo de prolongar la vida media 

en sangre, así como mejorar selectivamente la acumulación del agente terapéutico en el 

lugar de interés. Se ha demostrado que los nanotransportadores que presentan cargas 

superficiales neutras o negativas reducen la adsorción de proteínas del plasma, reduciendo 

el fenómeno de opsonización y secuestro e incrementando su vida media en sangre 

(Alexis et al. 2010). Así, el estudio realizado por Yamamoto et al. 2001 utilizando 

polímeros aniónicos y neutros, puso de manifiesto que las nanoformulaciones neutras o 

aniónicas presentaban una mayor circulación en sangre, así como que las 

nanoformulaciones cargadas negativamente resultaban en una menor acumulación en los 

órganos del sistema MPS. Por el contrario, los nanotransportadores catiónicos tienen una 

mayor tasa de adsorción no específica en la mayoría de las células. Sin embargo, una vez 

localizado el nanotransportador en el sitio diana, se ha demostrado que aquellas 
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nanoformulaciones cargadas positivamente facilitan la liberación endosómica a través del 

mecanismo denominado efecto de esponja de protones (basado en la idea de que las 

cargas positivas son capaces de tamponar el pH endosomal y provocar en el endosoma 

un hinchamiento osmótico que finaliza con la liberación de la nanoformulación en el 

citoplasma) (Nel et al. 2009), evitando la degradación del agente terapéutico en dicho 

compartimento celular. Por lo tanto, en un diseño ideal, la nanoformulación debería 

presentar una carga neutra o negativa tras la administración intravenosa, pero, una vez 

llegue al sitio diana, su superficie debería virar hacia una carga positiva (Yuan et al. 

2012). 

 Estabilidad y degradabilidad. La estabilidad y degradabilidad del 

nanotransportador constituyen otras de las características que determinan la liberación del 

agente terapéutico en el lugar deseado. La liberación de dicho agente está condicionada 

por la cinética de degradación del nanotransportador, por lo que dicho parámetro 

representa una consideración crítica en el diseño racional de la plataforma. Para un 

correcto funcionamiento, el nanotransportador debe permanecer estable en la circulación 

sanguínea para evitar la acumulación no deseada e inespecífica del fármaco en órganos 

sanos y maximizar la biodisponibilidad en el sitio deseado (Blanco et al. 2015). Una vez 

llegue a su destino, dicho nanotransportador debe liberar el fármaco y degradarse en 

metabolitos que no presenten toxicidad y puedan ser eliminados (Reddy et al. 2012).   

2.2.1.3. Barreras tecnológicas 

Además de los desafíos relacionados con las barreras biológicas y el diseño 

racional del nanotransportador, existen otros obstáculos técnicos y regulatorios que, hasta 

la fecha, han imposibilitado la correcta traslación y comercialización de las 

nanoformulaciones.  

Regulación. Uno de los obstáculos que constituye una barrera tecnológica es la 

complejidad de los protocolos recogidos en el documento de buenas prácticas del 

laboratorio (GLP del inglés Good Laboratory Practices), así como la brecha existente 

entre los resultados obtenidos en el entorno académico y las necesidades requeridas por 

la industria farmacéutica. Las directrices GLP se establecieron en la década de 1970 como 

respuesta a las incongruencias encontradas en numerosos análisis toxicológicos 

(Baldeshwiler 2003). Así, tanto la FDA como la Agencia Europea de Medicamentos 

(EMA del inglés European Medicines Agency) establecieron una serie de regulaciones 
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mínimas para estandarizar los ensayos de laboratorio pre-clínicos necesarios para la 

comercialización de los productos ensayados. La aplicación de GLP en los estudios pre-

clínicos realizados en ambientes académicos incrementaría la colaboración con industria, 

reduciendo la brecha que existe actualmente. Sin embargo, todavía existe una gran 

controversia sobre cuándo y cómo aplicar estas directrices, ya que su aplicación en 

estadios tempranos de desarrollo podría conllevar un alto coste, así como una 

ralentización de la investigación. Por otro lado, la complejidad química y estructural de 

las nanoformulaciones ha puesto de manifiesto la necesidad de definir un nuevo marco 

de herramientas reguladoras, diferentes de las clásicas, para evaluar su seguridad y 

eficacia. Así, en respuesta a esta necesidad, la FDA aprobó en 2013 el Nanotechnology 

Regulatory Science Research Plan, con el objetivo de abordar los métodos y herramientas 

adecuados para la regulación de la evaluación de los nanotransportadores, en el cual se 

definieron cinco criterios principales que siempre se deben abordar: caracterización 

físico-química, modelos pre-clínicos, caracterización, evaluación y comunicación de 

riesgos (Sanhai et al. 2007). Un ejemplo claro de esta iniciativa fue el establecimiento del 

Laboratorio de Caracterización Nanotecnológica (NCL del inglés Nanotechnology 

Characterization Lab), el cual realiza evaluaciones exhaustivas de nanoplataformas (de 

origen académico o industrial) utilizando una cascada analítica estandarizada basada en 

los criterios definidos anteriormente (‘Home | Nanotechnology Characterization Lab 

(NCL)’ n.d.). Este procedimiento permite la recopilación estandarizada de los datos 

necesarios para presentar una solicitud de Nuevo Medicamento de Investigación (IND 

del inglés Investigational New Drug) a la FDA, lo que facilita la translación clínica de las 

terapias basadas en dichas nanoplataformas (Rosenblum et al. 2018). 

Escalado de la producción. Otro aspecto que compromete la traslación clínica 

del uso de nanotransportadores es, dada la creciente complejidad en el diseño de los 

mismos, la dificultad para el escalado de la síntesis y el recubrimiento de dichas 

plataformas, la cual, en la mayoría de las ocasiones, implica el desarrollo y la 

optimización de nuevos procesos de fabricación (Shi et al. 2017). Este hecho es relevante 

debido a que la mayoría de las nanoplataformas utilizadas en estudios pre-clínicos son 

sintetizadas casi exclusivamente en pequeños lotes y la ampliación a lotes más grandes, 

así como la reproducibilidad entre lotes, no siempre es posible, incluso para cubrir las 

necesidades de los estudios clínicos (Anselmo and Mitragotri 2016). Este procedimiento 

se complica aún más cuando la síntesis de la nanoformulación conlleva múltiples pasos o 
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tecnologías complicadas. Todo ello implica que la transición de laboratorio a clínica vaya 

siempre acompañada de la optimización o incluso cambio en las propiedades de las 

nanoformulaciones lo que interrumpe y/o ralentiza el proceso de traslación. Por lo tanto, 

es necesario un cambio de pensamiento que posicione el escalado de la síntesis de la 

nanoformulación en uno de los primeros pasos a definir en el diseño del mismo.  

2.2.2. Soluciones actuales 

En el ámbito de la liberación de fármacos, a día de hoy, existen numerosas 

nanoformulaciones aprobadas para su uso clínico tanto por la FDA como por la EMA. 

Un aspecto que llama la atención es el hecho de que todas (a excepción de una: Abraxane), 

están compuestas por liposomas que encapsulan un agente terapéutico. La primera 

nanoformulación aprobada para su uso clínico fue Doxil en 1995, la cual está constituida 

por liposomas funcionalizados con PEG que encapsulan doxorrubicina (Barenholz 2012). 

Poco tiempo después, se incrementó el número de formulaciones liposómicas aprobadas 

para su uso clínico: DaunoXome (Fox 1995) que encapsula dauronobicina; Marqibo 

(Silverman and Deitcher 2013) que encapsula vincristina; Onivyde (Carnevale and Ko 

2016) que encapsula irinotecan; Myocet (Leonard et al. 2009) constituido por liposomas 

no pegilados que contienen doxorrubicina; AmBisome, Abelcet o Amphotec (Boswell et 

al. 1998; Rust and Jameson 1998) que constituyen diferentes formulaciones de liposomas 

que encapsulan el fármaco antifúngico altamente tóxico anfotericina B. La única 

nanoformulación no consistente en liposomas es Abraxane, la cual está constituida por 

nanopartículas de albúmina que encapsulan paclitaxel (Miele et al. 2009).  

En relación a los ensayos clínicos que se están desarrollando relacionados con la 

encapsulación y liberación de fármacos, el número de ensayos clínicos es abundante. Sin 

embargo, a pesar de ello, la mayoría de los sistemas que se están evaluando en la 

actualidad son liposomas que presentan un diseño similar a aquéllos ya aprobados para 

su uso clínico (por ejemplo, liposomas pegilados, no pegilados o que incluyen un solo 

fármaco). Este hecho se debe a que las nanoformulaciones previamente aprobadas ya han 

demostrado su seguridad y eficacia en humanos y, en caso de comercializarse, es más 

sencillo que cumplan los estándares de buenas prácticas de fabricación (GMP del inglés 

Good Manufacturing Practice) (Anselmo and Mitragotri 2016). Por el contrario, 

solamente unos pocos han introducido un diseño innovador. Entre éstos, destaca el 

producto VYEXOS/CPX-351, el cual es una formulación liposomal que combina dos 
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fármacos citarabina-daunorubicina y ha mostrado un incremento en la supervivencia de 

los pacientes con leucemia mieloide aguda de alto riesgo (9,56 meses en comparación 

con los 5,95 meses de los pacientes tratados con la misma combinación de fármacos 

administrados de manera libre) (Lancet et al. 2016, 2014). Alternativamente, poco a poco, 

se han introducido en los ensayos clínicos nuevas formulaciones que incluyen micelas 

(Genexol PM (Ahn et al. 2014) o NK105 (Kato et al. 2012)) o polímeros (CRLX101 

(Clark et al. 2016) o AZD-2811 (Ashton et al. 2016)) (Tabla 1).  

Tabla 1. Formulaciones que no han sido aprobadas clínicamente, pero están siendo 

evaluadas en ensayos clínicos.  

Nombre Formulación Aplicación Identificador* 

Liposomas 

PROMITIL 

(Lipomedix 

Pharmaceuticals) 

Liposoma 

pegilado con 

mitomicina-C 

Tumores sólidos NCT01705002 (Fase I) 

VYEXOS CPX-

351 (Celator 

Pharmaceuticals) 

Liposoma con 

citarabina y 

daunorubicina 

Leucemia 

NCT02286726 (Fase II) 

NCT02019069 (Fase II) 

NCT01943682 (Fase I) 

NCT02269579 (Fase II)  

NCT02533115 (Fase IV)  

NCT01696084 (Fase III) 

Oncopres 

(Genprex) 

Liposoma con 

FUS1 
Cáncer de pulmón NCT01455389 (Fase II) 

Lipocurc 

(SignPath 

Pharma) 

Liposoma con 

curcumina 
Tumores sólidos NCT02138955 (Fase II) 

LiPlaCis 

(LiPlasome 

Pharma) 

Liposoma con 

cisplatino 

Tumores 

avanzados 
NCT01861496 (Fase I) 

LIPUSU 

(Nanjing Luye 

Sike 

Pharmaceutical 

Co.,) 

Liposoma con 

paclitaxel 

Tumores sólidos, 

cáncer de mama o 

cáncer gástrico 

NCT01994031(Fase IV) 

NCT02142790(Fase IV) 

NCT02163291 (Fase II) 

CAL02 

(Combioxin SA) 

Liposomas con 

esfingomielina y 

colesterol para la 

neutralización de 

toxina 

Neumonía NCT02583373 (Fase I) 
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Nanocort (Sun 

Pharma Global) 

Liposomas 

pegilados con 

prednisolona 

Artritis 

reumatoide 

NCT02495662 (Fase II) 

NCT02534896 (Fase III) 

 

Polímeros y micelas 

AZD-2811 

(AstraZeneca) 

Polímero que 

incluye el 

inhibidor de la 

aurora quinasa B  

Tumores sólidos 

avanzados 
NCT02579226 (Fase I) 

Genexol-PM 

(Samyang 

Biopharmaceutic

als) 

Micela 

polimérica con 

paclitaxel 

Cáncer de mama, 

cabeza y cuello 

NCT01689194 (Fase II) 

NCT02263495 (Fase II) 

NCT00912639(Fase IV) 

NC-6004 

Nanoplatin 

(Nanocarrier) 

Nanopartícula 

micelar pegilada 

con cisplatino 

Tumores sólidos 

avanzados, cáncer 

de pulmón o 

páncreas 

NCT02240238 (Fase II) 

NCT02043288 (Fase III) 

NC-4016 DACH-

Platin micelle 

(Nanocarrier) 

Nanopartícula 

micelar pegilada 

con oxalipatino 

Tumores sólidos 

avanzados o 

linfomas 

NCT01999491 (Fase I) 

NK105 (Nippon 

Kayaku) 

Micela con 

paclitaxel 
Cáncer de mama NCT01644890 (Fase III) 

CriPec (Cristal 

Therapeutics) 

Micela con 

docetaxel 
Tumores sólidos NCT02442531 (Fase I) 

CRLX101 

(Cerulean) 

Conjugado de 

ciclodextrina con 

camptotecina 

Cáncer ovárico o 

renal 

NCT02187302 (Fase II) 

NCT02010567 (Fase II) 

NCT02389985 (Fase I) 

NCT01803269 (Fase II) 

NCT01652079 (Fase II) 

CRLX301 

(Cerulean) 

Conjugado de 

ciclodextrina con 

docetaxel 

Tumores sólidos 

avanzados 
NCT02380677 (Fase II) 

 

Nanopartículas de albúmina 

ABI-009 

(Celgene) 

Nanopartículas 

de albúmina con 

rapamicina 

Cáncer de vejiga o 

hipertensión 

arterial 

NCT02009332 (Fase II) 

NCT02587325 (Fase I) 

NCT02494570 (Fase II) 

*Identificadores en ClinicalTrials.gov. 

La mayoría de las formulaciones citadas anteriormente simplemente alteran la 

farmacocinética, el perfil toxicológico o la solubilidad del fármaco, sin tener efectos 

significativos en los índices de supervivencia o en la mejora del efecto terapéutico que el 
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fármaco administrado de manera no encapsulada en sí presenta. La explicación a este 

hecho recae en la evidencia de que estas nanoformulaciones basan su efecto terapéutico 

en la llegada al sitio deseado mediante transporte pasivo, es decir, utilizando como único 

mecanismo el efecto EPR (Bertrand et al. 2014; Gerlowski and Jain 1986; Maeda 2015; 

Matsumura and Maeda 1986). De esta manera, su eficacia se ve comprometida por la 

heterogeneidad de dicho efecto el cual se ha probado que varía sustancialmente entre 

pacientes, tipo de enfermedad o tipo de tumor, e incluso, en un mismo paciente 

dependiendo del tumor y la evolución del mismo (Arrieta et al. 2014; Koukourakis et al. 

1999; Ramanathan et al. 2014).   

Prueba de ello es un estudio de meta-análisis realizado a partir de manuscritos 

publicados en los últimos 10 años, el cual demuestra la baja capacidad que presentan los 

nanotransportadores actuales para llegar al tumor. En este estudio, realizado por Wilhelm 

et al. 2016, se llevó a cabo el análisis del porcentaje de nanotransportador administrado 

que conseguía llegar al tumor, definido como la eficiencia de liberación del 

nanotransportador. Para ello, se analizaron un total de 117 manuscritos y, como resultado, 

se estimó que solamente el 0,7% de los nanotransportadores administrados se acumulaban 

en el tumor. La consecuencia directa de esta estimación es la imposibilidad de realizar 

una correcta traslación a clínica de los resultados obtenidos en los ensayos in vivo. Así, 

se estima que para conseguir obtener una dosis efectiva en la región del tumor similar a 

la obtenida en el ensayo in vivo, sería necesaria una administración sistémica de 100-200 

mL de nanoformulación por dosis en cada paciente. Estas cifras imposibilitan la traslación 

debido a problemas derivados de la dificultad del escalado de la síntesis, el coste 

prohibitivo del tratamiento por la alta cantidad de nanotransportador necesaria por dosis, 

así como una limitación técnica provocada por el alto volumen de inyección que puede 

comprometer o afectar a la estabilidad coloidal del nanotransportador. Por todo ello, es 

necesario el diseño de vías alternativas que incrementen la eficiencia de liberación del 

transportador. De esta manera, si se consiguiera incrementar dicha eficiencia de 1% al 

10%, el volumen de inyección comentado en el ejemplo anterior disminuiría de 100 a 10 

mL (Wilhelm et al. 2016).  

No obstante, si las cifras estimadas en el estudio se analizan en términos relativos, 

se observa que una eficiencia de liberación del 0.7% de una nanoplataforma es 

sustancialmente mayor que la eficiencia de liberación de la mayoría de las formulaciones 

convencionales que, a día de hoy, se utilizan en clínica incluyendo docetaxel, paclitaxel 
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y doxorrubicina (Cui et al. 2016; Peer and Margalit 2004; Rosenblum et al. 2018; Shi et 

al. 2011; van Vlerken et al. 2008). Por ejemplo, en un estudio pre-clínico realizado por 

van Vlerken et al. 2008, se observó una eficiencia de liberación del 0.6% en las 

nanoformulaciones de paclitaxel en comparación en 0.2% obtenido usando el fármaco 

libre.  

Todo ello demuestra la clara ventaja y los beneficios que el uso de 

nanotransportadores conlleva en comparación con la administración libre de fármacos y 

que justifica su impacto en la investigación de las últimas décadas. Sin embargo, es 

necesaria la investigación y el desarrollo de mecanismos alternativos que impliquen el 

uso de nuevos materiales con el objetivo de mejorar la eficiencia de liberación en términos 

absolutos para maximizar su beneficio terapéutico.   

2.2.3. Alternativa: Nanopartículas magnéticas 

Ante la necesidad de desarrollo de alternativas para mejorar la eficiencia de 

liberación de los nanotransportadores, los nanosistemas de administración de fármacos 

que se activan en respuesta a estímulos internos o externos para liberar el fármaco y/o 

para alcanzar el sitio diana, así como aquéllos que presentan moléculas que reconocen de 

manera específica el tejido diana, se han posicionado como unos potenciales candidatos 

para conseguir tal fin.  

En este punto, es necesaria la definición de dos conceptos clave: 

orientación/transporte localizado (en inglés targeting) y liberación controlada (en 

inglés triggering). La orientación o transporte localizado se refiere al uso de estrategias 

para dirigir un nanotransportador a una ubicación específica y, en la mayoría de los casos, 

permanezca localizado en dicha ubicación. Por otro lado, la liberación controlada se 

refiere al uso de estímulos para desencadenar la liberación del fármaco del 

nanotransportador. Estos dos conceptos se suelen definir como pasivos o activos (Figura 

11). Por lo general, pasivo se refiere al proceso que es estimulado por una propiedad 

intrínseca del tejido diana, como puede ser el transporte localizado pasivo provocado por 

el efecto EPR o, la liberación pasiva de fármacos por cambios de pH. Por el contrario, 

activo se refiere al proceso en el cual se hace uso de una característica intrínseca del 

nanotransportador para, tras la aplicación de una energía externa, se produzca bien el 

transporte localizado o la liberación del fármaco. Además, en el concepto de transporte 
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activo también se incluyen aquellas nanoplataformas que utilizan ligandos para unirse 

específicamente a un tejido (Wang and Kohane 2017).  

El uso de nanotransportadores que respondan a estímulos, especialmente aquéllos 

que responden a estímulos externos y/o reconozcan de manera específica al tejido/órgano 

deseado, permitiría sobrepasar aquellas limitaciones presentes en los nanotransportadores 

convencionales y aprobados clínicamente hasta la fecha. A priori, la posibilidad de 

controlar de manera espacio/temporal la localización del nanotransportador y la 

liberación de fármaco, permitiría disminuir la toxicidad no específica y aumentar la 

eficacia terapéutica de la nanoformulación, como consecuencia del incremento de la 

concentración de agente terapéutico en el lugar de la enfermedad, consiguiendo así el 

objetivo último todavía no alcanzado por parte de la nanomedicina: el tratamiento local 

de enfermedades localizadas. 

 

Figura 11. Representación gráfica de los procesos de orientación/transporte localizado 

(pasivo y activo) y de los procesos de liberación controlada de fármacos (pasivo y activo). 

Imagen adaptada y modificada de Wang and Kohane 2017. 

 Dentro de todos los materiales que se están evaluando en esta vía alternativa para 

el desarrollo de nanoformulaciones con nuevas funcionalidades para su uso como 

nanotransportadores de fármacos, las nanopartículas magnéticas, en especial, las 

nanopartículas de magnetita biomiméticas, han despertado un gran interés en los 
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últimos años debido a sus propiedades magnéticas, químicas y biológicas únicas 

(véase apartado 1.3.).  

 En relación al diseño racional de estas nanopartículas, su tamaño, forma y carga 

superficial, junto con sus propiedades magnéticas, posibilitan superar las barreras 

biológicas descritas en el apartado 2.2.1.1. Respecto al tamaño, sus dimensiones (< 50 

nm) les permiten reducir los procesos de opsonización y secuestro por parte del sistema 

MPS, así como son lo suficientemente grandes para escapar del aclaramiento renal. Un 

ejemplo de cómo existe una relación inversa entre la vida media en sangre de las 

nanopartículas magnéticas y su tamaño (Chouly et al. 1996), es el análisis del tiempo de 

vida media en sangre de dos fármacos aprobados para su uso clínico consistentes en 

nanopartículas magnéticas recubiertas con el polímero dextrano (Ferumoxide de 80-150 

nm y Ferumoxtran-10 de 20-40 nm). En este estudio, se demostró que el mayor tamaño 

del fármaco Ferumoxide daba lugar a un rápido aclaramiento sistémico teniendo una corta 

vida media (8-30 min), mientras que el fármaco Ferumoxtran-10 mostró un significante 

incremento de la vida media en sangre (25-30 horas) (Bourrinet et al. 2006; Majumdar et 

al. 1990; Varallyay et al. 2002). Por otro lado, la carga superficial de estas nanopartículas 

magnéticas (neutra en el caso de las MNPs y negativa en el caso de las BMNPs) da lugar 

a una menor interacción con las proteínas del plasma, disminuyendo el aclaramiento 

sistémico y la distribución no específica (Aillon et al. 2009; Alexis et al. 2008; Corot et 

al. 2006; Weissleder et al. 1995). Además, se ha observado que las nanopartículas 

magnéticas con carga negativa interaccionan eficientemente con las células y son 

internalizadas mediante endocitosis (Wilhelm et al. 2002). Por último, sus propiedades 

magnéticas (superparamagnetismo) les permiten responder de manera eficiente a un 

campo magnético alterno sin alterar la estabilidad coloidal de la suspensión durante su 

almacenamiento o tras la inyección intravenosa (Neuberger et al. 2005). Así, en ausencia 

de campo magnético externo, las nanopartículas magnéticas no muestran interacción 

magnética evitando la aglomeración (Corot et al. 2006).  

 En relación a las propiedades biológicas (biocompatibilidad y toxicidad), la 

biocompatibilidad de un nanotransportador está determinada tanto por la respuesta 

inmune que genera tras su administración sistémica, como por la toxicidad intrínseca de 

la nanoplataforma y/o de los metabolitos resultantes de su biodegradación (Reddy et al. 

2012). De los diferentes tipos de nanotransportadores analizados, se ha puesto de 

manifiesto que las nanopartículas magnéticas de óxido de hierro no generan una respuesta 
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de anticuerpos y, lo más interesante, se internalizan en los macrófagos a través de los 

receptores scavenger (von zur Muhlen et al. 2007). Esta vía es la ruta clásica utilizada 

para eliminar las células apoptóticas, la cual no está acompañada por la secreción de 

citoquinas pro-inflamatorias, poniendo de manifiesto el bajo carácter 

inmunoestimulatorio y la baja toxicidad de este tipo de nanotransportador (Aderem and 

Underhill 1999). Relacionado con la toxicidad y biodegradabilidad, las nanopartículas 

magnéticas, una vez llegan al sitio destino, son internalizadas en las células mediante 

endocitosis, y son metabolizadas en los lisosomas dadas las condiciones de bajo pH, la 

presencia de enzimas hidrolíticas, así como de proteínas que participan en el metabolismo 

de hierro (Klausner et al. 1993). Una de las ventajas que ofrecen las nanopartículas 

magnéticas es que el hierro resultante de la biodegradación es posteriormente 

metabolizado e incorporado a las reservas de hierro del propio cuerpo para después, 

gradualmente, formar parte de la hemoglobina y transferrina y/o ser eliminado lentamente 

a través de la vía fecal (Elias and Tsourkas 2009; Schulze et al. 1995; Singh et al. 2010). 

Así, diferentes ensayos clínicos han demostrado que, una vez realizada la administración 

intravenosa de las nanopartículas de hierro, se observa una elevación transitoria de los 

niveles séricos de hierro sin ningún síntoma tóxico. Además, en estos mismos ensayos 

clínicos, se aplicó y evaluó el efecto de la aplicación de un campo magnético en la 

superficie de la piel, donde sólo se observó una ligera decoloración transitoria sin ningún 

otro evento toxicológico (Lemke et al. 2004; Lübbe et al. 1996).  

En relación a las barreras tecnológicas, uno de los inconvenientes que 

comprometía la traslación clínica de los nanotransportadores eran los tediosos 

procedimientos de síntesis, la falta de reproducibilidad entre lotes y la imposibilidad del 

escalado de los mismos. En el caso de las nanopartículas magnéticas biomiméticas, éstas 

presentan un proceso de producción sencillo y reproducible, siendo posible la 

optimización del proceso de escalado de su síntesis de una manera simple y económica 

(objeto de estudio en el Capítulo I de la presente Tesis Doctoral). Por otro lado, en relación 

a la funcionalización de las nanopartículas con el agente terapéutico, en el caso de las 

nanopartículas biomiméticas, la presencia per sé de grupos funcionales en su superficie 

posibilita un proceso de funcionalización sencillo, económico y fácilmente escalable 

(García Rubia et al. 2018). 

En conclusión, el diseño racional de estas nanopartículas magnéticas, junto con la 

facilidad de síntesis y funcionalización, hacen de estas nanopartículas un prometedor 
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nanotransportador capaz de responder a estímulos (Nuzhina et al. 2019). En este contexto, 

sus propiedades permiten que, una vez inyectados, sigan los siguientes pasos (Reddy et 

al. 2012): (i) sean guiadas y concentradas magnéticamente hasta el lugar deseado; (ii) 

sean inmovilizadas magnéticamente en dicho lugar mientras tiene lugar la liberación del 

fármaco, minimizando así los efectos adversos relacionados con la distribución 

inespecífica; (iii) y, finalmente, son metabolizadas y/o eliminadas del cuerpo. Además, 

dichas propiedades también permiten el uso de otras aplicaciones terapéuticas en el lugar 

deseado, como el tratamiento de hipertermia a través de la aplicación de un campo 

magnético alterno.  

A continuación, se describirán las principales aplicaciones de las nanopartículas 

de magnetita en nanomedicina para uso como nanotransportadores en el tratamiento local 

de enfermedades localizadas, y que serán objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral.  

2.2.3.1. Transporte activo  

El transporte activo se desarrolló como una estrategia complementaria al 

transporte pasivo de los nanotransportadores, con el objetivo de mejorar la localización 

del nanotransportador en el lugar deseado al aumentar su eficiencia de localización, así 

como la retención en el sitio diana (Bertrand et al. 2014; Farokhzad and Langer 2009; Shi 

et al. 2011). Tal y como se ha definido anteriormente, el transporte activo consiste en el 

uso de estrategias para enviar a un nanotransportador a una ubicación específica y, en la 

mayoría de los casos, permanezca localizado en dicha ubicación. En el caso de las 

nanopartículas magnéticas, se pueden aplicar dos estrategias de transporte activo: (i) el 

uso de ligandos, moléculas que reconocen específicamente receptores expresados en las 

células presentes en el sitio diana, como pueden ser receptores específicos de las células 

tumorales; y (ii) la aplicación de un campo magnético externo para dirigir de manera 

externa los nanotransportadores al lugar deseado y retenerlos en el sitio diana.  

En relación a la primera estrategia, la presencia de ligandos “decorando” la 

superficie del nanotransportador permite que dichos nanotransportadores se unan 

activamente y de manera específica a las células una vez se ha producido la extravasación. 

En algunas ocasiones, dependiendo del tipo de ligando, la presencia de estos ligandos 

incrementa la captación celular del nanotransportador debido a que las interacciones 

ligando-receptor desencadenan la internalización mediada por receptores de toda la 

nanoformulación de la misma manera que se produciría en presencia única de ligando 
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(Allen 2002; Pastan et al. 2006; Peer et al. 2007b). Por el contrario, existen otros tipos de 

ligandos que reconocen receptores que no median en la internalización. En este caso, el 

uso de este tipo de ligandos puede ser ventajoso en el caso de tumores sólidos debido al 

conocido efecto espectador, en el cual las células que carecen del receptor pueden ser 

destruidas a través de la liberación del fármaco en la superficie de las células vecinas que 

sí lo expresan (Allen 1994).  

Además, esta estrategia resulta clave cuando la acumulación en sitio diana no 

depende del efecto EPR (Howard et al. 2014) o cuando el nanotransportador requiere la 

realización de transcitosis activa de barreras fisiológicas para llegar al sitio diana, como 

es el caso de la mucosa intestinal o la barrera hematoencefálica (Cheng et al. 2014; 

Pridgen et al. 2013; Zhu et al. 2016). En cualquier caso, siempre que se utilice el 

transporte activo mediado por ligandos es necesario que el agente de reconocimiento, el 

ligando, presente una alta selectividad por la molécula de reconocimiento, así como que 

dicha molécula se exprese de manera única en el sitio diana (Peer et al. 2007a). Entre los 

diferentes ligandos encontramos: anticuerpos monoclonales, péptidos, transferrina, ácido 

fólico, aptámeros, así como ciertos restos de azúcar (Sawant and Torchilin 2012; Trapani 

et al. 2012). 

Los anticuerpos monoclonales (mAb del inglés monoclonal antibody) fueron los 

primeros ligandos utilizados para el transporte activo de nanotransportadores (Bazak et 

al. 2015). Dichos ligandos son producidos por las células B y presentan una alta 

selectividad y afinidad de unión, condicionada por la presencia de dos sitios de unión a 

epítopos en una sola molécula (Peer et al. 2007a). Desde el descubrimiento de la técnica 

del hibridoma para la obtención de grandes cantidades de anticuerpos monoclonales puros 

(Köhler and Milstein 1975), se ha producido un gran desarrollo en el uso de estos ligandos 

como agentes de direccionamiento. El mAb murino Muromonab CD3 (OrthoClone 

OKT3), constituyó el primer mAb aprobado para uso clínico por la FDA en 1986 (Ecker 

et al. 2015). Posteriormente, se produjo la aprobación de otros mAb como Rituximab 

(Rituxan) en 1997 o Trastuzumab (Herceptin) en 1998 para el tratamiento de linfoma no 

Hodgkin (James and Dubs 1997) y el tratamiento de cáncer de mama (Albanell and 

Baselga 1999), respectivamente. A día de hoy, hay al menos 570 anticuerpos 

monoclonales que están siendo estudiados en ensayos clínicos y alrededor de 79 mAb han 

sido aprobados por la FDA para su uso clínico (Lu et al. 2020).  
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Los aptámeros son oligonucleótidos de ADN o ARN de cadena sencilla que 

presentan afinidad y especificad mediante interacciones electrostáticas o hidrofóbicas, así 

como mediante enlaces de hidrógeno (Torchilin 2014). Los aptámeros son capaces de 

unirse de manera específica a numerosos tipos de moléculas como proteínas 

intracelulares, proteínas transmembrana o carbohidratos (Peer et al. 2007a). Algunos de 

ellos han sido diseñados para unirse específicamente a los receptores presentes en células 

cancerígenas, como es el caso del nanopartículas que encapsulan docetaxel y que 

presentan la superficie modificada por aptámeros que reconocen un antígeno expresado 

en la superficie de las células del cáncer de próstata (Farokhzad et al. 2006). Otra 

estrategia interesante consiste en el uso de ligandos los cuales se encuentran de manera 

natural (en forma libre) en la circulación como puede ser el ácido fólico, la transferrina o 

ciertos péptidos. El ácido fólico se está utilizando como ligando dada la facilidad de 

funcionalización al nanotransportador, su alta afinidad por los receptores de folato (FRs) 

y la baja expresión de estos receptores en células sanas en comparación con su expresión 

en células tumorales o que median enfermedades inflamatorias (Antony 1992; Low et al. 

2008). En el caso de la transferrina, la alta expresión del receptor de la transferrina (TfR) 

en células tumorales a consecuencia del incremento de la demanda de hierro, ha 

condicionado su uso para el transporte activo en terapia antitumoral (Prost et al. 1998; 

Torchilin 2014). En ambos casos, la unión del ligando a su receptor desencadena la 

internalización celular vía endocitosis mediada por receptores, mejorando así el 

suministro intracelular del agente terapéutico y, por lo tanto, el resultado terapéutico. 

Entre los receptores más estudiados para su aplicación en el transporte activo 

mediado por ligandos destacan el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(HER2), el receptor de transferrina (TfR), el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) o el antígeno prostático específico de membrana (PSMA) (Bazak et 

al. 2015). Por otro lado, en los últimos años ha despertado el interés por la vasculatura 

anómala desarrollada en la enfermedad para su uso como blanco, destacando el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), la molécula de adhesión celular vascular 

(VCAM), las metaloproteinasas de matriz (MMP), así como las integrinas (Byrne et al. 

2008; Li et al. 2008; Wicki et al. 2012).  

Sin embargo, a pesar de sus numerosas ventajas, desde que se introdujo el 

concepto de transporte activo mediado por ligandos hace 40 años (Heath et al. 1980; 

Leserman et al. 1980), sólo unos pocos ejemplos han conseguido llegar a la evaluación 
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clínica (Tabla 2): liposomas funcionalizados con ligandos que reconocen el receptor 

HER2 (MM-302) (Espelin et al. 2016), nanopartículas poliméricas (BIND-104) (Hrkach 

et al. 2012) o nanoformulaciones para la liberación controlada de siRNA (CALAA-01) 

(Davis et al. 2010). Este hecho está condicionado por la mayor complejidad de diseño y 

escalado de la producción de estas nanoplataformas en comparación con aquéllas que 

utilizan el transporte pasivo (Rosenblum et al. 2018), así como por la necesidad de un 

mayor conocimiento sobre cómo la presencia del ligando en la superficie del receptor 

condiciona la llegada del nanotransportador al sitio diana ya que, por ejemplo, se ha 

demostrado que, para un mismo objetivo, la presencia de mAb de alta afinidad en la 

nanoformulación condiciona una menor penetración en comparación con aquellas 

nanoformulaciones funcionalizadas con mAb que presentaban menor afinidad (Jain and 

Stylianopoulos 2010; Rudnick et al. 2011). 

Tabla 2. Formulaciones que incluyen el transporte activo mediado por ligandos y que 

están siendo evaluadas en clínica.  

Nombre Formulación Aplicación Identificador* 

ND-L02-s0201 

(Nitto Denko) 

Lípido de siRNA 

conjugado con la 

vitamina A 

Fibrosis hepática NCT02227459 (Fase I) 

BIND-014 

(BIND 

Therapeutics) 

Nanopartícula de 

PLGA con 

docetaxel que 

reconoce PSMA 

Cáncer de 

próstata, cervical 

metastásico, 

de cabeza o 

cuello 

NCT02479178 (Fase II) 

NCT02283320 (Fase II) 

NCT01812746 (Fase II) 

NCT01792479 (Fase II) 

NCT01300533 (Fase I) 

MM-302 

(Merrimack 

Pharmaceuticals) 

Liposoma con 

doxorrubicina que 

reconoce HER2 

Cáncer de mama 
NCT01304797 (Fase I) 

NCT02213744 (Fase III) 

SGT-53 

(SynerGene 

Therapeutics) 

Liposoma 

catiónico con 

anticuerpo para el 

receptor anti-

transferrina 

Glioblastoma, 

tumores sólidos 

o cáncer de 

páncreas 

NCT02354547 (Fase I) 

NCT00470613 (Fase I) 

NCT02354547 (Fase I) 

NCT02340156 (Fase II) 

SGT-94 

(SynerGene 

Therapeutics) 

Liposoma que 

contiene el 

plásmido RB94 

con anticuerpo 

para el receptor 

anti-transferrina 

Tumores sólidos NCT01517464 (Fase I) 

*Identificadores en ClinicalTrials.gov. 
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 En relación a la segunda estrategia, la orientación magnética, ésta implica el uso 

de las propiedades magnéticas intrínsecas de las nanopartículas magnéticas (véase 

apartado 1.1.2.) para, una vez inyectadas, realizar su transporte activo a través del sistema 

vascular y, posteriormente, mantenerlas concentradas en un lugar específico mediante la 

aplicación de un campo magnético externo mientras tiene lugar la liberación del agente 

terapéutico. Como resultado, la aplicación de esta metodología supone un incremento de 

la concentración del agente terapéutico en el sitio diana (Dobson 2006), así como limita 

su disponibilidad sistémica (Saiyed et al. 2003). 

Esta estrategia fue ideada en 1960 por Freeman et al. 1960 (Freeman et al. 1960). 

Sin embargo, dicha idea no se aplicó en el transporte de fármacos hasta finales de la 

década de los 70, cuando Widder et al. 1978 desarrollaron microesferas de albúmina que 

encapsulaban el agente quimioterápico adriamicina (doxorrubicina) y un núcleo 

magnético de magnetita (Mosbach and Schröder 1979; Senyei et al. 1978; Widder et al. 

1978). Desde entonces, el uso de nanopartículas magnéticas como nanotransportadores 

de fármacos se ha convertido en un campo de investigación activo y atractivo, 

especialmente en la última década, debido a que dicho concepto ha demostrado un gran 

potencial en la terapia experimental de enfermedades localizadas debido a una mayor 

acumulación del fármaco en el lugar deseado (Mura et al. 2013). Así, por ejemplo, en el 

estudio realizado por Foy et al. 2010, se observó una mayor acumulación de 

nanopartículas magnéticas (administradas sistémicamente) tras la corta exposición (1 

hora) de un tumor murino a un campo magnético externo. Al igual que éste, son 

numerosos los estudios que demuestran el potencial y la eficacia de la orientación 

magnética para aumentar la localización de los nanotransportadores magnéticos en el sitio 

diana (Alexiou et al. 2000; Arias et al. 2011b; Cole et al. 2011b, 2011a; Oltolina et al. 

2020; Yang et al. 2012). Sin embargo, a pesar de sus ventajas, el potencial de la 

orientación magnética se encuentra, a día de hoy, limitada por los gradientes magnéticos, 

es decir, por la distancia existente entre los imanes y el sito diana (Schleich et al. 2015). 

Para realizar la orientación magnética de manera correcta y evitar que las nanopartículas 

sean eliminadas rápidamente del tejido, el gradiente magnético deber ser mayor que el 

flujo sanguíneo hidrodinámico encontrado en arterias (> 10 cm/s) y capilares (0.05 – 0.1 

cm/s) (Reddy et al. 2012). Por otro lado, se ha determinado que la inmovilización 

magnética de las nanopartículas también está condicionada por el tamaño (Arias et al. 

2001; Dobson 2006; Durán et al. 2008). De esta manera, se ha estimado que es necesaria 
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la inducción de un campo magnético de > 1 T para conseguir la inmovilización eficiente 

de las nanopartículas contra las fuerzas brownianas e hidrodinámicas que actúan en el 

flujo sanguíneo (Senyei et al. 1978). Dado que los gradientes magnéticos disminuyen a 

medida que se incrementa la distancia con la fuente magnética, esta aplicación está 

limitada al tratamiento de enfermedades localizadas superficialmente (Alexiou et al. 

2000; Laurent and Mahmoudi 2011). Sin embargo, se están investigando diferentes 

estrategias para superar dicha limitación. Actualmente, la FDA ha establecido que el uso 

de imanes que induzcan campos hasta 8 T no supone ningún riesgo fisiológico para 

adultos. Así, se ha propuesto el uso de dispositivos externos con electroimanes o imanes 

permanentes de neodimio hierro (Nd-Fe), los cuales pueden aplicar un campo de 1 T con 

una profundidad hasta 10-15 cm para la localización magnética en sitios diana 

superficiales o, en el caso de profundidades mayores, se ha propuesto la implantación 

interna de imanes mediante cirugía mínimamente invasiva para conseguir dicha 

localización magnética (Arruebo et al. 2007; Durán et al. 2008; Polyak et al. 2008). 

2.2.3.2. Hipertermia magnética 

El concepto de hipertermia magnética se desarrolló en el año 1957, cuando 

Gilchrist et al. 1957 usó nanopartículas magnéticas para calentar selectivamente tumores 

linfáticos en presencia de un campo magnético alterno (AMF del inglés Alternating 

Magnetic Field). Desde entonces y, apoyado por el auge y desarrollo de la 

nanotecnología, la introducción de nanopartículas magnéticas ha supuesto una revolución 

en este campo (Blanco-Andujar et al. 2018). La ventaja más significativa del uso de 

nanopartículas magnéticas en la hipertermia reside en la capacidad de penetración en el 

lugar deseado y la destrucción selectiva de las células dañadas sin afectar a los tejidos 

sanos circundantes (Ho et al. 2011; Kumar and Mohammad 2011; Shubayev et al. 2009; 

Yoo et al. 2011). De alguna manera, el uso de las nanopartículas magnéticas permite 

realizar el tratamiento a nivel celular debido a su capacidad de localización en la zona 

deseada (ya sea transporte activo mediado por ligandos o mediante orientación 

magnética) (Jordan et al. 1999b). Además, presentan la capacidad de generar un calor 

local y homogéneo que conduce a una mayor selectividad y efectividad del tratamiento. 

Todas estas ventajas terapéuticas han permitido la traslación a clínica de la hipertermia 

magnética, especialmente para el tratamiento de tumores. Actualmente, existen 

numerosos ensayos clínicos de hipertermia magnética para el tratamiento de 

glioblastoma, cáncer de próstata o de páncreas (Espinosa et al. 2018). Un buen ejemplo 
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de su eficacia, es el producto aprobado por la EMA MagForce (véase apartado 2.2.3.4.). 

Sin embargo, a pesar de los avances realizados hasta la fecha, se requiere todavía un 

conocimiento más profundo para sacar el máximo partido de esta aplicación en el 

tratamiento local de enfermedades. 

El significado etimológico de la palabra hipertermia es la generación de calor. Su 

enfoque clínico implica la elevación local de la temperatura en la zona deseada a tratar, 

lo que resulta en un cambio en la fisiología de las células dañadas que, finalmente, 

conducen a la necrosis o apoptosis (Hildebrandt et al. 2002; Ho et al. 2011; Kumar and 

Mohammad 2011). Dependiendo del grado de aumento de la temperatura, el tratamiento 

de hipertermia se puede clasificar en diferentes tipos: (i) la ablación térmica, la cual 

implica el uso de altas temperaturas > 46 ºC (hasta 56 ºC) que conducen a la necrosis, 

coagulación o carbonización de la zona tratada; (ii) hipertermia moderada que utiliza 

temperaturas comprendidas entre 41 ºC y 46 ºC; y (iii) la diatermia que utiliza 

temperaturas bajas (< 41 ºC) para el tratamiento del dolor de algunas enfermedades 

reumáticas. De las tres, la hipertermia moderada (la cual, tradicionalmente, se conoce 

como tratamiento de hipertermia) es la más utilizada. La aplicación de temperaturas entre 

41 ºC - 46 ºC conlleva un estrés celular térmico que resulta en la activación de numerosos 

mecanismos de degradación intra y extracelular produciendo un daño celular irreversible 

(Goldstein et al. 2003). En resumen, la efectividad de un tratamiento de hipertermia 

magnética depende en gran medida de las temperaturas generadas, la duración de la 

exposición y las características de las células tratadas. 

Otro aspecto importante en el uso de la hipertermia magnética y que condiciona 

su aplicación clínica, es la capacidad de las nanopartículas para generar calor en el sitio 

diana sin afectar a los tejidos normales circundantes. Existe una limitación estricta en las 

características del AMF aplicado, donde H (intensidad del campo magnético) · f 

(frecuencia) < 5 · 109 (Jordan et al. 1999a). Con esta limitación en el AMF, la eficacia 

terapéutica de la hipertermia magnética va a estar condicionada por la eficiencia de 

conversión térmica de las nanopartículas magnéticas. En el tratamiento de hipertermia 

magnética, las nanopartículas son nanomediadores magnéticos que ejecutan la conversión 

de ondas electromagnéticas en energía térmica, por lo que van a constituir los elementos 

clave para la mejora de la eficacia terapéutica este tratamiento. La capacidad de 

calentamiento inductivo de las nanopartículas cuando se someten a un AMF está 
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condicionada por numerosos factores como el efecto de histéresis, el efecto de relajación 

o la corriente de Eddy (Blanco-Andujar et al. 2016). 

 

Figura 12. Hipertermia magnética. (A) Esquema de la medida de la eficiencia de 

calentamiento magnético de las nanopartículas magnéticas mediante el método 

calorimétrico. (B) Representación gráfica de los mecanismos de relajación de Néel y 

Brown. Imagen adaptada y modificada de Liu et al. 2020.  

La pérdida magnética de las nanopartículas se define como la cantidad de la 

energía de AMF convertida en calor durante la reversión de la magnetización. Los 

mecanismos mediante los cuales se produce dicha producción de calor son la relajación 

(Néel y Brown) y la pérdida de histéresis. La cantidad de calor producido por las 

nanopartículas es aproximadamente igual al área de su ciclo de histéresis durante un ciclo 

de campo magnético (Carrey et al. 2011). Así, se produce la disipación del calor como 

consecuencia de la pérdida de histéresis, la cual está condiciona por cómo la 

magnetización sigue los cambios del AMF. El otro mecanismo de disipación de calor 

proviene de la pérdida de la energía producida para superar la barrera de la energía 

rotacional en presencia de un AMF (Carrey et al. 2011; Hergt and Dutz 2007; Rosensweig 

2002), conocida como relajación (Figura 12B). En el caso de la relajación de Néel, la 
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generación de calor se produce debido a cambios rápidos en la dirección de los momentos 

magnéticos en relación con la red cristalina (dinámica interna). En este caso, la rotación 

se ve obstaculizada por la energía de anisotropía, la cual tiende a orientar el dominio 

magnético con la red cristalina. En el caso de la relajación de Brown, ésta se debe a la 

rotación física de las nanopartícula en el medio en el que se encuentran (dinámica 

externa), la cual se ve obstaculizada por la viscosidad del medio que tiende a contrarrestar 

el movimiento de las nanopartículas (Jeyadevan 2010). Los mecanismos para superar 

estas barreras conducen a una pérdida de energía electromagnética y, por tanto, a la 

producción de energía térmica. Se ha demostrado que la capacidad de conversión está 

estrictamente condicionada por el comportamiento magnético y el tamaño de las 

nanopartículas (Fortin et al. 2007; Hergt and Dutz 2007; Jun et al. 2007; Rosensweig 

2002; Yoo et al. 2011). Así, en el caso de las nanopartículas superparamagnéticas y/o de 

dominio único magnético, el principal mecanismo de producción de calor es la relajación 

de Néel y Brown (rotaciones de magnetización), mientras que el caso de nanopartículas 

magnéticas multidominio, el mecanismo principal es la pérdida por histéresis (Liu et al. 

2020).  

En relación a la evaluación de la eficiencia de calentamiento magnético, la 

capacidad de calentamiento de las nanopartículas se evalúa principalmente a través de un 

enfoque calorimétrico (Abenojar et al. 2016). Los dispositivos utilizados para ello constan 

de 4 componentes principales (Fortin et al. 2007; Hilger et al. 2002; Liu et al. 2012): (i) 

un generador del AMF; (ii) una cámara de aislamiento para el material; (iii) sensores de 

temperatura; y (iv) un sistema de adquisición de datos. De esta manera, durante el 

procedimiento de medida, el aumento de la temperatura se observa a través de una sonda 

de temperatura de fibra óptica a la vez que se aplica un AMF, el cual se genera mediante 

un sistema de inducción de campo magnético con bobina enfriada por agua y vinculado 

a un generador de radiofrecuencia (Figura 12A).  

Generalmente, la eficacia de calentamiento se suele evaluar a través de la tasa de 

absorción de calor específica (SAR del inglés Specific Absorption Rate, W/g), basada en 

la pendiente inicial de la curva de temperatura dependiente del tiempo, utilizando la 

siguiente ecuación (Kozissnik et al. 2013; Shah et al. 2015):  

𝑆𝐴𝑅 = (
𝐶 · 𝑉𝑠

𝑚
)

d𝑇

d𝑡
 (2) 
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donde C es la capacidad calorífica de la suspensión (CH2O = 4185 J/g/K), VS es el volumen 

de la muestra, m es la masa de sólido magnético en la muestra (en gramos) y dT/dt es la 

pendiente inicial de la curva de la temperatura dependiente del tiempo.  

Además, también se puede calcular la pérdida de potencia intrínseca (ILP del 

inglés Intrinsic Loss Power, nHm2 / kg), la cual se obtiene normalizando el valor del SAR 

con respecto a las características del campo aplicado utilizando la siguiente ecuación:  

𝐼𝐿𝑃 =
𝑆𝐴𝑅

𝑓𝐻0
2  (3) 

donde H0 es la intensidad del campo magnético expresado en kA / m y f  la frecuencia 

expresada en kHz. El ILP es un parámetro recientemente introducido que, dado que es 

independiente de las características del campo magnético aplicado, permite realizar una 

comparación directa de la eficiencia de calentamiento de nanopartículas medidas bajo 

diferentes campos magnéticos (Kallumadil et al. 2009).  

 En los últimos años, se ha puesto de manifiesto una nueva funcionalidad de la 

hipertermia magnética alternativa al conocido y bien caracterizado efecto del incremento 

macroscópico de la temperatura. Algunos trabajos recientes han sugerido que el calor 

generado por una sola nanopartícula magnética podría estar localizado en los alrededores 

de dicha nanopartícula con un alcance nanométrico (Cazares-Cortes et al. 2019). Este 

calor inducido a escala nanométrica, definido como “local-termia”, se podría utilizar 

como un mecanismo alternativo para regular y/o alterar la función de algunos 

componentes celulares contribuyendo así a la muerte celular (Huang et al. 2010; Stanley 

et al. 2012). Esta capacidad, junto con la posibilidad de dirigir a las nanopartículas 

mediante transporte activo a localizaciones sub-celulares específicas, hace posible una 

destrucción selectiva intracelular de objetivos. Uno de estos objetivos podrían ser los 

lisosomas, donde un incremento local de la temperatura podría inducir la muerte celular 

a través de la vía de la muerte lisosómica. Así, por ejemplo, Creixell et al. 2011 

demostraron que nanopartículas magnéticas funcionalizadas para unirse activamente a 

EGFR, en presencia de un AMF, inducían un calor local capaz de matar a las células 

cancerígenas que expresaban dicho receptor sin detectar ningún aumento macroscópico 

de la temperatura. Posteriormente, en el estudio realizado por Domenech et al. 2013, se 

demostró que dichas nanopartículas se acumulaban en los lisosomas y, tras la aplicación 

de un AMF, se producía una reducción en la viabilidad celular relacionada con un 
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incremento de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés Reactive 

Oxygen Species) (Domenech et al. 2013; Sola-Leyva et al. 2020). Al igual que en el 

experimento anterior, la temperatura se mantuvo a 37 ºC. En ambos casos, se postuló que 

la muerte celular se habría producido como consecuencia del incremento local de la 

temperatura producido por las nanopartículas magnéticas que habría supuesto un 

incremento en la producción de ROS a través de la reacción de Fenton en los lisosomas 

(Clerc et al. 2018).  

Los resultados preliminares obtenidos hasta la fecha ponen de manifiesto que este 

calor inducido a escala nanométrica presenta una serie de ventajas únicas para la 

regulación de procesos biológicos: (i) es direccional, eficiente y seguro, ya que solo puede 

afectar a moléculas que se encuentren a una distancia máxima de ~ 10 nm de la 

nanopartícula; (ii) la producción de calor localizado es instantáneo y se puede utilizar 

como un “interruptor molecular” en el tratamiento de enfermedades. En consecuencia, el 

efecto biológico de esta inducción de calor localizado a nivel nanométrico se ha definido 

incluyendo las siguientes características: (i) no se produce un incremento de calor a nivel 

macroscópico; (ii) bajo el efecto de AMF las nanopartículas magnéticas pueden regular 

la interacción entre macromoléculas de manera específica o modificar microambientes 

como el microambiente tumoral para lograr la destrucción selectiva de células; y (iii) este 

nuevo tipo de calor puede lograr terapias extremadamente selectivas y específicas (Liu et 

al. 2020).  Por todo ello, esta nueva funcionalidad podría suponer una alternativa muy 

interesante para la mejora del efecto terapéutico de la hipertermia magnética (Cazares-

Cortes et al. 2019; Gordon et al. 1979; Jordan et al. 1999b; Sanz et al. 2017).  Sin embargo, 

se trata de un campo de investigación reciente y es necesario un mayor desarrollo para 

comprender y regular los efectos biológicos que la inducción de calor local tiene en la 

muerte celular/sub-celular.  

2.2.3.3.  Liberación controlada mediante estímulos 

El uso de nanotransportadores capaces de responder a estímulos para controlar 

de manera espacio/temporal la liberación del agente terapéutico es un área de 

investigación importante y creciente dadas las ventajas derivadas de dicho control, 

mediante el cual se consigue una tasa basal de liberación del fármaco nula o muy baja 

durante el tiempo que el nanotransportador alcanza su diana o durante el tiempo que no 

esté activado, lo que disminuye la toxicidad no específica, así como se consigue un 
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incremento de la concentración del fármaco en el lugar deseado tras la activación de la 

liberación (Mura et al. 2013; Wang and Kohane 2017).  

Los estímulos utilizados pueden ser internos o intrínsecos del tejido diana 

(liberación controlada pasiva) o estímulos externos (liberación controlada activa) (Figura 

13).  

En relación a los estímulos internos, se ha investigado el desarrollo de diferentes 

nanotransportadores que respondan a diferentes estímulos tales como cambios en el pH, 

temperatura, potencial rédox o la concentración de determinados enzimas y/o analitos 

específicos. Entre todos ellos, han generado gran interés las nanopartículas que son 

capaces de aprovechar las variaciones de pH para controlar la administración de fármacos 

en órganos específicos (como el tracto gastrointestinal) o en determinados 

compartimentos intracelulares (como lisosomas o endosomas), así como aquéllas que son 

capaces de desencadenar la liberación del fármaco cuando se produce una alteración 

ambiental asociada con situaciones patológicas como el cáncer o la inflamación. Para 

ello, se han desarrollado dos estrategias principales (Mura et al. 2013): (i) el uso de 

nanopartículas que presentan grupos ionizables los cuales sufren cambios 

conformacionales y/o de solubilidad en respuesta a la variación ambiental del pH; y (ii) 

el uso de nanosistemas que presenten enlaces sensibles a ambientes ácidos cuya escisión 

dé lugar a la liberación de moléculas, la modificación de la carga del nanosistema o la 

exposición de ligandos activos. En el caso del cáncer, existe una gran cantidad de 

nanosistemas de administración que se están investigando para aprovechar la ligera 

diferencia de pH existente entre tejidos sanos (pH = 7,4) y el entorno extracelular de 

tumores sólidos (5,8-7,2). Esta diferencia de pH es consecuencia directa de la 

angiogénesis irregular que presentan los tumores de rápido crecimiento, lo que da lugar a 

un déficit rápido de nutrientes y oxígeno y, por tanto, un cambio hacia el metabolismo 

glucolítico. Todo ello, conduce a la producción de metabolitos ácidos en el intersticio 

tumoral. Para utilizar esta estrategia en la liberación de fármacos, las nanoformulaciones 

deben dar una respuesta aguda a un cambio sutil de pH en el microambiente tumoral 

extracelular (Deng et al. 2011; Min et al. 2010). En el caso de las infecciones bacterias, 

éstas se caracterizan generalmente por presentar un pH muy bajo como consecuencia de 

la fermentación anaerobia y la posterior inflamación. Un ejemplo de esta estrategia es el 

uso de un segmento de poli-histidina ionizable acoplado a nanosistemas de 

administración de antibióticos para incrementar la interacción y la absorción de la 
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nanoformulación en baterías Gram-positivas y Gram-negativas (Radovic-Moreno et al. 

2012). A nivel celular, la acidificación de los endosomas (pH = 5-6) y su fusión con los 

lisosomas (pH = 4-5) es otro gradiente de pH que puede utilizarse como estrategia para 

la acumulación intracelular efectiva de fármacos. 

 

Figura 13. Esquema representativo de mecanismos de liberación controlada de fármacos 

mediante estímulos internos y externos. Imagen adaptada y modificada de Rosenblum et 

al. 2018. 

En relación a los estímulos externos, en este caso, la estrategia se centra en el 

desarrollo de nanotransportadores con unas propiedades intrínsecas determinadas que les 

permita liberar el fármaco tras la aplicación de un estímulo externo, como pueden ser los 

cambios de temperatura, la aplicación de campos magnéticos, ultrasonidos, luz o campos 

eléctricos. En el caso de las nanopartículas magnéticas, dadas sus propiedades magnéticas 

intrínsecas, se puede utilizar el uso de campos magnéticos externos para controlar la 

liberación del fármaco. En el caso de campos magnéticos permanentes, curiosamente, se 

ha observado que su aplicación puede desencadenar la liberación controlada del fármaco. 

Por ejemplo, se ha observado que en micelas que encapsulan en su interior nanopartículas 

magnéticas y un fármaco hidrófobo, se desencadena la liberación de dicho fármaco 

cuando las nanopartículas magnéticas se acercan entre sí en repuesta al campo magnético 

y “exprimen” las micelas (Qin et al. 2009). En el caso de la aplicación de AMF (véase 

apartado 2.2.3.2.), la respuesta de las nanopartículas magnéticas, en combinación con 

otras propiedades físicas y/o químicas de los nanotransportadores, ofrecen una amplia 
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gama de mecanismos de activación para la liberación controlada del agente terapéutico. 

Así, por ejemplo, se están desarrollando polímeros y lípidos termosensibles para el 

recubrimiento de las nanopartículas magnéticas, los cuales desencadenan la liberación del 

fármaco de manera intermitente en respuesta a un aumento de la temperatura inducido 

magnéticamente (Huang et al. 2012; Katagiri et al. 2011). La aplicación del AMF también 

puede provocar la alternación estructural del nanotransportador como puede ser un 

aumento de la porosidad del recubrimiento polimérico o lipídico (Bringas et al. 2012; Hu 

et al. 2012), desintegración del núcleo de hierro (Hu et al. 2008a) o la deformación de la 

red cristalina (Hu et al. 2008b), desencadenando todo ello la liberación del fármaco.     

2.2.3.4. Nanopartículas de magnetita como sistemas multifuncionales 

El diseño de sistemas multifuncionales con sensibilidad a más de un estímulo 

tanto externo como interno, podría, en teoría, mejorar la localización de la terapia. Así, el 

desarrollo de formulaciones que permitan la integración en una misma nanoplataforma 

multifuncional de diferentes estrategias, junto con la posibilidad de combinar terapias en 

una misma nanoformulación, podría incrementar la eficacia de la terapia, bien por la 

obtención de un efecto sinérgico, bien por la obtención de efectos aditivos (Wang and 

Kohane 2017) (Figura 14). 

 

Figura 14. Beneficios clínicos potenciales del uso de sistemas multifuncionales que 

combinen varias terapias para el tratamiento de enfermedades localizadas. 

En el caso de las nanopartículas magnéticas, se ha puesto de manifiesto la 

existencia de un efecto sinérgico cuando se combinan en una misma nanoformulación el 

transporte activo mediado por ligandos y el transporte activo mediado por la orientación 

magnética de las nanopartículas en respuesta a un campo magnético, lo que se conoce 

como mecanismo de doble guía (en inglés dual guidance). Así, por ejemplo, en el trabajo 

realizado por Schleich et al. 2014, desarrollaron una nanoplataforma compuesta por 
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nanopartículas de PLGA que contenían el fármaco paclitaxel y nanopartículas 

superparamagneticas funcionalizadas con el péptido RGD. En comparación con las 

nanopartículas no dirigidas o aquéllas en las que solo se aplicaba una única estrategia de 

transporte activo, la combinación de las dos estrategias resultó en un incremento 

significativo de las nanopartículas en el tumor y en una mejora del efecto terapéutico. 

Resultados similares se han obtenido en otros trabajos, como por ejemplo, el trabajo 

realizado por Cui et al. 2016, en el que demostraron la sinergia de la localización 

magnética con el transporte activo mediado por ligandos que reconocían receptor TfR. 

Otros trabajos también han demostrado la sinergia en el efecto citotóxico cuando se 

combinan el transporte activo mediado por ligandos y la respuesta de las nanopartículas 

magnéticas a un AMF (Pradhan et al. 2010). Esta sinergia también se ha observado en 

BMNPs funcionalizadas con doxorrubicina y con el anticuerpo monoclonal DO-24 

(Peigneux et al. 2019). 

Por otro lado, tal y como se ha expuesto en el apartado 2.2.3.2., las nanopartículas 

magnéticas no sólo se pueden utilizar para el transporte y la liberación controlada de 

fármacos bajo la influencia de un campo magnético externo, sino que también se pueden 

utilizar como agentes de hipertermia pudiendo aplicar de manera conjunta un doble 

tratamiento (hipertermia y quimioterapia), el cual ha demostrado tener efectos sinérgicos. 

El incremento de la temperatura derivado de la hipertermia magnética mejora la 

citotoxicidad del agente terapéutico al interferir con mecanismos de reparación de ADN 

y con la expresión de proteínas relacionadas con la resistencia múltiple a fármacos (Ren 

et al. 2012; Willerding et al. 2016). Por otro lado, también se ha observado que la 

hipertermia magnética incrementa la absorción intracelular de fármacos al afectar a la 

permeabilidad de la membrana celular. En el estudio realizado por Alvarez-Berríos et al. 

2013, se analizó la fluidez de la membrana celular al exponer las células a un tratamiento 

de hipertermia magnética y se comparó con la fluidez de la membrana celular de células 

expuestas a temperaturas similares pero en ausencia de AMF, observando un incremento 

significativo en la permeabilidad de la membrana celular de aquellas células tratadas con 

hipertermia magnética. Además, la aplicación conjunta de quimioterapia local dirigida e 

hipetermia magnética mediada por BMNPs funcionalizadas con doxorubicina ha 

resultado más eficiente que la aplicación de cada terapia de manera individual, resultado 

de la sinergia que se ejerce. De hecho, estudios in vivo han demostrado que esta terapia 

combinada resulta incluso más eficiente en la disminución del tumor de cáncer de mama, 
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que las terapias tradicionales de quimioterapia sistémica, sin ocasionar efectos 

secundarios, ni a corto ni a medio plazo (Oltolina et al. 2020). 

Por lo tanto, las nanopartículas magnéticas, biomiméticas o no, disponen de las 

características adecuadas para su aplicación como un sistema multifuncional para el 

transporte activo y la liberación controlada de fármacos (usando estímulos externos e 

internos) aplicando un tratamiento dual (quimioterapia e hipertermia) con efectos 

sinérgicos, lo que resultaría en una mejora en el efecto terapéutico combinatorio (Hayashi 

et al. 2016; Li et al. 2015a; Oltolina et al. 2020; Ullah et al. 2019; Yao et al. 2017).  

Sin embargo, a pesar de que el concepto del transporte y liberación de fármacos 

controlados por estímulos se inició hace varias décadas (Yatvin et al. 1978) y del gran 

potencial que las nanopartículas magnéticas como sistemas multifuncionales ofrecen, se 

trata de una vía de investigación reciente y con baja presencia en clínica. Hasta la fecha, 

la mayoría de las nanoformulaciones basadas en óxidos de hierro aprobadas por FDA 

están indicadas para su uso en terapias de reemplazo de hierro, especialmente para el 

tratamiento de anemia asociada a la enfermedad renal crónica, así como, en menor 

medida, para su uso como agentes de contraste MRI (Tabla 3). Estas nanoformulaciones 

están compuestas por un núcleo de óxido de hierro, recubierto con polímeros hidrofílicos 

como el dextrano o la sacarosa, los cuales permiten su disolución lenta una vez son 

administrados (Ventola 2017). A pesar de ello, con el descubrimiento de las nuevas 

funcionalidades y oportunidades ofrecidas por las nanopartículas magnéticas en el campo 

de la liberación controlada de fármacos y tratamiento de enfermedades localizadas, se ha 

ido incrementando poco a poco el número de ensayos clínicos y nanoformulaciones 

aprobadas para su uso clínico (Tabla 3). Así, por ejemplo, destaca la nanoformulación 

aprobada por la EMA para su uso MFL AS1 (NanoTherm, MagForce Nanotechnologies). 

Esta nanoformulación consiste en nanopartículas superparamagnéticas de óxido hierro 

recubiertas con amino silano para el tratamiento local de glioblastomas mediante 

hipertermia magnética. Tras realizar la inyección directamente en el tumor, se aplica un 

AMF para calentar selectivamente las partículas, consiguiendo un calentamiento local en 

el microambiente tumoral (40-45 ºC) que causa la muerte celular (Bobo et al. 2016; Caster 

et al. 2017; ‘Magforce: Our Therapy’ 2021). Otro ejemplo, es el producto Magnablate I 

(University College London Hospitals), diseñado para extirpar térmicamente tumores 

sólidos con la aplicación de AMF. Este producto se encuentra en un ensayo clínico para 

su uso en el tratamiento de tumores de próstata (Anselmo and Mitragotri 2016). En el 
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caso del uso de nanopartículas magnéticas como transportadores de fármacos, destaca el 

producto MCT-Dox (FeRx Inc.), nanoformulación compuesta por nanopartículas de 

hierro funcionalizadas con doxorrubicina, el cual está siendo evaluado clínicamente para 

su uso en el tratamiento de cáncer de hígado (Fase II) y el carcinoma hepatocelular no 

rescatable (Fase III) (Mura et al. 2013).  

Tabla 3. Formulaciones de óxido de hierro en clínica (productos aprobados para uso 

clínico o que han completado alguna fase del ensayo clínico).  

Nanoformulaciones aprobadas para su uso clínico 

Nombre Formulación Aplicación Año 

CosmoFer / 

Ferrisat 

(Pharmacosmos) 

Dextrano de hierro Anemia FDA (1992) 

DexFerrum/DexIr

on (American 

Reagent) 

Dextrano de hierro Anemia FDA (1996) 

Ferrlecit (Sanofi) Gluconato de hierro Anemia FDA (1999) 

Venofer (American 

Regent) 
Sacarosa de hierro Anemia FDA (2000) 

Feraheme 

(AMAG)/ Rienso 

(Takeda)/ 

Ferumoxytol 

Óxido de hierro 

recubierto 

por poli-glucosa sorbitol 

carboximetiléter 

Anemia asociada  

a insuficiencia  

renal crónica 

FDA (2009) 

Injectafter/Ferinjec

t (Vifor) 

Carboximaltosa de 

hierro 
Anemia  FDA (2013) 

Feridex I.V. 

(AMAG)/ Endorem 
Dextrano de hierro 

Agente de 

contraste MRI 

(Hígado) 

FDA (1996) 

Resovist (Bayer 

Schering Pharma)/ 

Cliavist 

Carboxidextrano de 

hierro 

Agente de 

contraste MRI 

(Hígado) 

EMA (2009) 

Sienna+ (Sysmex) 

Nanopartículas 

superparamagnéticas de 

óxido de hierro 

Agente de 

contraste MRI 

(Cáncer de mama) 

EMA (2017) 

MLF AS1 

/NanoTherm AS1 

(MagForce 

Nanotechnologies) 

Nanopartículas de óxido 

de hierro recubiertas con 

aminosilano 

Hipertermia 

magnética 

(Glioblastoma) 

EMA (2010) 
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Nanoformulaciones  que han completado alguna fase del ensayo clínico 

Nombre Formulación Aplicación Identificador* 

Feraheme (AMAG) 

Óxido de hierro 

recubierto 

por poli-glucosa sorbitol 

carboximetiléter 

Agente de 

contraste MRI 

(Tumor cerebral y 

cáncer de próstata) 

NCT02452216 

(Fase I) 

NCT01296139 

Fase (I) 

Magnablate I 

(University 

College London 

Hospitals)  

Nanopartículas de hierro 

Ablación térmica 

(cáncer de 

próstata) 

NCT02033447 

(Fase 0) 

MTC-DOX (FeRx 

Inc.) 

Óxido de hierro y 

doxorrubicina  

Liberación 

controlada de 

fármacos  

NCT00034333 

(Fase 3) 

NCT00054951 

(Fase II) 

NCT0004180 

(Fase II) 

*Identificadores en ClinicalTrials.gov. A fecha JULIO-2021, el número de ensayos 

clínicos en desarrollo que implican el uso de nanoformulaciones de óxido de hierro es 

de 191.  

 Los Capítulos II y III de la presente Tesis Doctoral se encuentran alineados con 

esta reciente vía de investigación que implica uso de nanopartículas magnéticas para el 

transporte y la liberación controlada de fármacos, así como su uso como agentes de 

hipertermia. De hecho, dichos capítulos constituyen las primeras pruebas de concepto 

para evaluar el potencial de un tipo específico de nanopartículas magnéticas, las 

nanopartículas magnéticas biomiméticas de magnetita mediadas por la proteína MamC 

(BMNPs) como nanotransportadores de nuevos fármacos en este ámbito de la 

nanomedicina. Concretamente, en el Capítulo II se evaluará el uso de BMNPs como 

nanotransportadores de dos agentes terapéuticos (el compuesto antitumoral de nueva 

síntesis Ff-35 y la bacteriocina AS-48) en combinación con la aplicación de la 

hipertermia magnética para el tratamiento de dos enfermedades localizadas: cáncer y 

enfermedades infecciosas, respectivamente. Por el contrario, en el Capítulo III se 

abordará el diseño de nuevas formulaciones que incluyan BMNPs con el objetivo de 

ahondar y explorar la aplicación de las BMNPs como sistemas multifuncionales en el 

tratamiento local de enfermedades localizadas.  
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3. Nanopartículas de magnetita como magnetofósiles: 

en busca de la huella definitiva de las MTB 

El legado geoquímico/mineralógico presente en el registro geológico de 

biominerales fósiles proporciona información relevante sobre la evolución de la vida 

temprana en nuestro planeta, así como de la existencia de vida en otros planetas como 

Marte (Li et al. 2013a). A pesar de ello, la información conservada en dichos registros 

fósiles es difícil de interpretar. Por ejemplo, los biominerales fósiles muestran una gran 

variedad de morfologías y composiciones químicas, algunas de las cuales son 

consecuencia de los procesos biológicos que los originaron (es decir, los procesos de 

biomineralización) y otras se han originado durante los procesos diagenéticos y 

metamórficos que dichos fósiles han experimentado a lo largo del tiempo (es decir, su 

historia tafonómica) (Kopp and Kirschvink 2008; Li et al. 2013a). Además, se ha 

demostrado que existen diferentes procesos abióticos que dan lugar a la formación de 

minerales con características geoquímicas, morfológicas y/o mineralógicas similares a 

aquéllas presentes en biominerales fósiles, características las cuales pueden dar lugar a 

interpretaciones potencialmente erróneas (García-Ruiz et al. 2009; Li et al. 2013a).  

En el caso de las MTB, elemento objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral, 

una vez se produce la muerte y lisis de estas bacterias, los cristales de magnetita 

intracelulares se pueden conservar en sedimentos o en rocas sedimentarias dando lugar a 

los denominados magnetofósiles (Chang and Kirschvink 1989). Dado que dichas MTB 

representan uno de los microorganismos más antiguos capaces de sintetizar minerales en 

la Tierra (Amor et al. 2020), se han buscado magnetofósiles como posible evidencia de 

vida temprana en rocas terrestres y extraterrestres (Chang and Kirschvink 1989; McKay 

et al. 1996; Thomas-Keprta et al. 2001) (Tabla 4). Además, también se han utilizado como 

posibles candidatos geológicos para estudios paleoambientales y paleomagnéticos. Sin 

embargo, a pesar de que los cristales de las MTB constituyen una de las herramientas más 

prometedoras para calibrar la evolución de la vida y la química de la Tierra primitiva, 

como consecuencia de las destacadas propiedades intrínsecas de estos cristales del 

magnetosoma (véase apartado 1.2.3.2.) y su capacidad de preservación en el registro 

geológico, los criterios y/o huellas biológicas utilizados hasta la fecha para determinar el 

origen biológico de este tipo de magnetita no han sido aceptados de manera unánime por 

parte de la comunidad científica como evidencia sólida y sigue existiendo una gran 
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controversia sobre este tema. Por lo tanto, se requiere la definición de una huella 

biogeoquímica definitiva presente en la magnetita bacteriana de las MTB que permita su 

distinción de aquella magnetita producida químicamente, especialmente, en aquellos 

casos en los que dichos cristales se utilizan como evidencia de actividad microbiana 

ligada a la existencia de vida en sedimentos y rocas terrestres y extraterrestres (Amor et 

al. 2015; Mandernack et al. 1999; McKay et al. 1996; Thomas-Keprta et al. 2009, 2001).  

Tabla 4. Magnetofósiles encontrados y analizados a los largo de la historia.  

Localización Edad* Eón Geológico Huellas analizadas Referencias 

Nueva Jersey 

(Máximo 

Térmico del 

Paleoceno-

Eoceno, 

PETM) 

55.8 Ma Fanerozoico 

Forma, tamaño, 

presencia de cadenas, 

propiedades magnéticas 

Kopp et al. 

2009, 2007 

Sur de 

Inglaterra 
85 Ma Fanerozoico 

Forma, tamaño, 

presencia de cadenas, 

propiedades magnéticas 

Montgomery 

et al. 1998 

Oeste de 

Australia 
2 Ga  Proterozoico 

Forma, tamaño, 

presencia de cadenas, 

propiedades magnéticas 

Chang et al. 

1989 

Estromatolito 

de la 

formación 

Tumbiana 

(Australia) 

2.7 Ga Arcaico Forma, tamaño 
Akai et al. 

1997 

Meteorito 

ALH84001 

(Marte) 

3.9 Ga Arcaico 
Forma, tamaño, pureza 

química 

Jimenez-

Lopez et al. 

2012; McKay 

et al. 1996; 

Thomas-

Keprta et al. 

2009, 2000 

*Ma: millón de años; Ga: mil millones de años. 

En relación a las metodologías utilizadas para la determinación de las diferentes 

huellas biológicas, durante décadas se ha realizado la identificación de magnetofósiles y 

su distinción de aquellos cristales producidos químicamente mediante el uso de criterios 

morfológicos, cristalográficos, geológicos y/o magnéticos. Especialmente, destacan los 

criterios “sólidos” definidos en los trabajos realizados por Thomas-Keprta et al. 2000 y 
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por Kopp and Kirschvink 2008 (Tabla 5).  Recientemente, estos criterios se han 

completado con la introducción de nuevas huellas químicas e isotópicas (Amor et al. 

2020). A continuación, se describirán brevemente dichos criterios, junto con las 

metodologías y técnicas utilizadas para su análisis, así como las limitaciones que su uso 

conlleva (Figura 15). 

 

Figura 15. Resumen de las metodologías aplicadas para la determinación de los criterios 

morfológicos, magnéticos, químicos e isotópicos utilizados para distinguir los cristales 

de magnetita de las MTB (magnetofósiles) de los cristales abióticos y/o producidos 

mediante BIM. 

Criterios morfológicos. Dentro de esta clasificación se incluyen aquellos criterios 

y/o características que se pueden obtener mediante un análisis de microscopía electrónica 

de transmisión de los cristales. Así, se ha definido que, aquellos cristales producidos por 

las MTB presentan morfologías uniformes y características de cada especie, se disponen 

alineados formando cadenas y presentan bordes romos, en comparación con aquellos 

cristales de magnetita abióticos o producidos mediante BIM que muestran morfologías 

aleatorias, no se encuentran alineados y presentan bordes afilados (Kopp and Kirschvink 

2008; Thomas-Keprta et al. 2000). Además, tal y como se ha comentado anteriormente, 

los cristales de magnetita de las MTB crecen a lo largo del eje cristalino [111] sin defectos 

en la red cristalina (Mann et al. 1987a). A pesar de que se han encontrado evidencias de 

cristales de magnetita de MTB con elongaciones “anómalas” a lo largo de los ejes [110] 

y [100], este criterio de elongación [111] es uno de los criterios más aceptados hasta la 

fecha (Benzerara and Menguy 2009; Isambert et al. 2007; Li et al. 2015b). Por otro lado, 

la relación entre los factores de forma (relación ancho/largo) y la longitud de los cristales 

de magnetita de las MTB se encuentran dentro del dominio único estable, así como dichos 

cristales muestran una distribución de tamaño gaussiana estrecha y sesgada, en 
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comparación con los cristales de magnetita abióticos o producidos mediante BIM que dan 

lugar a distribuciones logarítmicas normales o distribuciones sesgadas positivamente 

(Arató et al. 2005; Devouard et al. 1998; Muxworthy and Williams 2009; Witt et al. 

2005). Sin embargo, este criterio no es suficiente para distinguir los magnetofósiles de la 

magnetita abiótica en rocas sedimentarias, debido a que la presencia simultánea de 

magnetita biótica y abiótica en la mayoría de los sedimentos da lugar a que los picos de 

abundancia de sendos tipos de cristales de magnetita puedan superponerse, creando 

distribuciones de tamaño más complejas (Amor et al. 2020; Arató et al. 2005). Además, 

también se ha observado la existencia de cristales producidos mediante BIM que exponen 

un dominio único estable (Li et al. 2013a; Vali et al. 2004).  

Tabla 5. Resumen de los criterios/huellas determinados por Thomas-Keprta et al. 2000 y 

Kopp and Kirschvink 2008 para la identificación de magnetofósiles.  

Thomas-Keprta et al. 2000 Kopp and Kirschvink 2008 

1. Tamaño de domino único estable y 

proporciones (ratio ancho / largo) 

anisotrópicas restringidas.  

1. Contexto y robustez geológica. 

Puntuación de calidad paleomagnética  

PQ. 

2. Pureza química. 
2. Tamaño de dominio único estable. 

Criterio SD.  

3. Perfección cristalográfica. 3. Tamaño y forma. Criterio S. 

4. Cristales alineados en cadenas. 
4. Cristales alineados en cadenas.  

Criterio C. 

5. Morfología cristalina inusual. 5. Perfección química. Criterio ChP. 

6. Cristales elongados a lo largo del eje 

[111]. 

6. Perfección cristalográfica.  

Criterio CrP. 

 

Criterios magnéticos. La presencia de cristales con dominio único estable 

alineados en cadenas proporciona a las MTB propiedades magnéticas únicas 

caracterizadas por una gran magnetización remanente, así como por un campo de 

interacción limitado entre partículas (Li et al. 2012; McCartney et al. 2001). Las curvas 

de inversión de primer orden (FORC del inglés First-Order Reversal Curves) junto con 

la espectroscopía de resonancia ferromagnética (FMR del inglés Ferromagnetic 

Resonance Spectroscopy), han permitido identificar la presencia de cadenas intactas de 

magnetosomas fosilizados (Gehring et al. 2013; Heslop et al. 2014; Roberts et al. 2019). 

Sin embargo, la limitación de este criterio recae en que dicho alineamiento puede perderse 
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durante el proceso de fosilización, debido a la degradación de las proteínas que ensamblan 

las cadenas del magnetosoma. En este caso, la huella biológica de las curvas FORC se 

pierde (Li et al. 2012). Otra huella biológica que se ha utilizado para probar la presencia 

de magnetofósiles es la temperatura de Verwey (véase apartado 1.3). En el caso de las 

MTB, la temperatura de Verwey es de 100 K, frente a la magnetita abiótica que se 

encuentra por encima de los 120 K. A pesar de ello, este valor puede sufrir variaciones 

como consecuencia de procesos medioambientales tales como la oxidación parcial 

diagenética de los cristales (Chang et al. 2016; Kopp and Kirschvink 2008), limitando de 

esta manera su aplicación como indicador de origen biogénico. 

Criterios químicos e isotópicos. El alto control de las MTB sobre el proceso de 

biomineralización permite que los cristales obtenidos mediante este procedimiento 

presenten una alta pureza química. No obstante, se ha demostrado que algunos elementos 

traza como el molibdeno, estaño, cobalto y/o magnesio sí que pueden ser incorporados en 

los cristales MTB durante el proceso de biomineralización, limitando la aplicación de la 

pureza química de los cristales MTB como huella (Amor et al. 2015; Keim et al. 2009; 

Staniland et al. 2008). En base a la línea de estos resultados, se diseñó un enfoque basado 

en la búsqueda de diferencias en la incorporación de cationes extraños, en términos de 

velocidad y concentración total, entre los cristales MTB y sus contrapartes abióticos 

(Amor et al. 2015; Keim et al. 2009; Prozorov et al. 2014). Sin embargo, los estudios que 

utilizaron esta estrategia tampoco han proporcionado la huella biológica definitiva, 

especialmente, por las limitaciones relacionadas con la imposibilidad de determinar la 

concentración absoluta de los cationes externos incorporados en los cristales del 

magnetosoma, así como por la falta de conocimiento del proceso mediante el cual las 

MTB los incorporan (Amor et al. 2015; Baumgartner et al. 2013; Tanaka et al. 2016, 

2012). Por último, también se ha investigado el fraccionamiento isotópico del hierro y el 

oxígeno por parte de las MTB durante la biomineralización de los cristales de magnetita 

como posible firma biológica (Amor et al. 2016; Mandernack et al. 1999). Así, se ha 

demostrado que la magnetita producida por M. magneticum AMB-1, da lugar a un 

agotamiento significativo de isótopos pesados de hierro en relación con el medio de 

crecimiento y la fracción orgánica de la célula. Además, en dicho estudio también se 

evidenció una incorporación específica del isótopo de 57Fe en la magnetita, presentando 

una incorporación preferencial en comparación con los otros tres isótopos (54Fe, 56Fe y 

58Fe). Esta anomalía isotópica nunca se ha observado hasta la fecha y, por lo tanto, podría 
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constituir una firma biológica única de los cristales de magnetita MTB. Pese a ello, el 

origen de esta firma isotópica no está demostrado y se necesita un análisis más profundo 

y detallado para su confirmación (Amor et al. 2018, 2016).   

Por lo tanto, dadas las limitaciones de los criterios descritos anteriormente, se 

requiere la definición de un enfoque alternativo que implique el uso de una nueva 

metodología con el objetivo de poder determinar una huella biogeoquímica definitiva. En 

relación a este aspecto, de las tres aproximaciones descritas anteriormente (criterios 

morfológicos, magnéticos y químicos), probablemente, el enfoque más sencillo y eficaz 

sea la búsqueda de elementos químicos (criterios químicos) relacionados con la presencia 

de moléculas orgánicas dentro de la red cristalina de la magnetita. El Capítulo IV de la 

presente Tesis Doctoral se encuadra dentro de esta hipótesis. Así, dado que el proceso de 

biomineralización de la magnetita de las MTB está mediado por proteínas específicas del 

magnetosoma, dichas proteínas podrían “imprimir” en el cristal de magnetita huellas de 

C, huellas que podrían detectarse mediante una técnica de alta resolución como la técnica 

de tomografía con sonda atómica (APT del inglés Atom Probe Tomography) (Kuhlman 

et al. 2001; Miller and Forbes 2009). En este contexto, se ha demostrado que la alta 

resolución química espacial de la APT es ideal para las dimensiones a nano-escala de los 

cristales de magnetita de magnetosoma. Además, diversos estudios han realizado la 

caracterización química de fases orgánicas presentes en cristales de hidroxiapatito o en el 

esmalte mediante la aplicación de dicha metodología con excelentes resultados (Gordon 

et al. 2015, 2012; Gordon and Joester 2011). Por todo ello, en el Capítulo IV de la 

presente Tesis Doctoral se abordará el diseño de un enfoque alternativo para la 

caracterización directa de la composición química de los cristales de magnetita de 

las MTB, magnetitas inorgánicas y biomiméticas (desnudas o envueltas en 

liposomas) a escala atómica mediante el uso de la técnica APT, con el objetivo, por 

un lado, de identificar y cuantificar la presencia de moléculas orgánicas dentro de la 

magnetita de las MTB y diferenciarlas de aquellos cristales abióticos, por otro, para 

determinar si las proteínas de la membrana del magnetosoma imprimen una huella 

biológica en dichos cristales y, por último, para determinar posibles artefactos en la 

determinación de la huella biológica inducidos por la contaminación con la membrana 

del magnetosoma, modelizada por el liposoma en estos experimentos.  
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A día de hoy, las nanopartículas de magnetita, especialmente aquellas 

nanopartículas de magnetita obtenidas mediante la química sintética biomimética, 

constituyen una plataforma tecnológica muy versátil con infinidad de oportunidades y 

aplicaciones en el campo de la nanotecnología dadas sus propiedades magnéticas, físicas, 

químicas y biológicas. Debido a ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es 

el desarrollo y la caracterización de nanosistemas magnéticos y la evaluación de su 

aplicación en nanotecnología, especialmente, en el campo de la nanomedicina y la 

astrobiología. Para ello, se abordan diferentes enfoques y desafíos que incluyen el 

escalado de la producción de estas nanopartículas magnéticas, la evaluación de su 

aplicación como nanotransportadores de fármacos y agentes de hipertermia, el desarrollo 

de nuevas formulaciones compuestas por diferentes tipos de nanopartículas de magnetita, 

así como el uso de dichos nanosistemas para la determinación de la huella biogeoquímica 

de las bacterias magnetotácticas (MTB), enfoques todos ellos recogidos en los siguientes 

objetivos. 

El Capítulo I tiene como principal objetivo el estudio del escalado de la síntesis 

de nanopartículas mediante la química sintética biomimética. Así, dicho capítulo consta 

de los siguientes objetivos específicos: 

I. Analizar las diferentes metodologías de conservación de la proteína MamC de 

Magnetococcus marinus MC-1 y evaluar su efecto en la estructura y 

funcionalidad de la proteína como primer paso hacia el escalado de la síntesis 

de nanopartículas magnéticas biomiméticas de magnetita mediadas por la 

proteína MamC (BMNPs). 

II. Diseñar una metodología de síntesis química biomimética potencialmente 

escalable de nanopartículas de magnetita en presencia de aminoácidos (Lisina 

y Arginina) y evaluar el efecto de la presencia de dichos aminoácidos en las 

propiedades químicas, físicas y magnéticas de las nanopartículas de magnetita 

obtenidas.  

 

El Capítulo II tiene como principal objetivo la evaluación del uso de BMNPs 

como nanotransportadores para la liberación controlada de agentes terapéuticos en 

combinación con la aplicación de la hipertermia magnética para el tratamiento de 

enfermedades localizadas, utilizando como modelo de dichas enfermedades el cáncer y 
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las enfermedades infecciosas. Así, dicho capítulo consta de los siguientes objetivos 

específicos: 

III. Diseñar y caracterizar la unión del inhibidor del enzima colina quinasa α1 

(ChoKα1) Ff35 a las BMNPs y evaluar el efecto del nanosistema (Ff35-

BMNPs) en términos de citotoxicidad y especificidad in vitro, así como 

explorar su uso combinado con la hipertermia magnética para potenciar el 

efecto citotóxico del nanosistema.  

IV. Diseñar y caracterizar la unión de la bacteriocina AS-48 a las BMNPs y 

evaluar el efecto del nanosistema (AS-48-BMNPs) en términos de 

citotoxicidad y mecanismo de acción in vitro, así como explorar su uso 

combinado con la hipertermia magnética para potenciar el efecto 

antibacteriano del nanosistema.    

 

El Capítulo III tiene como principal objetivo el desarrollo y la caracterización de 

nuevas nanoformulaciones que incluyan BMNPs y evaluar su aplicación como sistemas 

multifuncionales en el tratamiento local de enfermedades localizadas. Así, dicho capítulo 

consta de los siguientes objetivos específicos: 

V. Desarrollar y caracterizar una nueva nanoformulación que combine dos tipos 

diferentes de nanopartículas magnéticas (nanopartículas de magnetita 

inorgánicas -MNPs- y BMNPs) y evaluar su efecto en la mejora de la respuesta 

de hipertermia magnética de la nanoformulación. 

VI. Desarrollar y caracterizar un nueva nanoformulación que combine dos tipos 

diferentes de nanopartículas magnéticas (MNPs y TBM, BMNPs 

funcionalizadas con doxorrubicina y el anticuerpo monoclonal AR-3) y 

evaluar la aplicación de este nanosistema multifuncional como 

nanotransportador de fármacos mediante doble guía (anticuerpos y orientación 

magnética) y como agente de hipertermia en términos de citotoxicidad in vitro.    

VII. Diseñar una metodología para el recubrimiento de nanopartículas magnéticas 

(BMNPs y/o MNPs) con una envoltura lipídica (magnetoliposomas) y evaluar 

el efecto de dicho recubrimiento en la respuesta de hipertermia magnética de 

la nanoformulación, así como en la mejora de la estabilidad coloidal de la 

misma.   
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El Capítulo IV tiene como principal objetivo la definición de una huella 

biogeoquímica definitiva que permita diferenciar los cristales producidos por las MTB de 

aquéllos con origen abiótico. Así, dicho capítulo consta del siguiente objetivo específico: 

VIII. Caracterización de la huella geoquímica de la magnetita de las MTB a través 

del análisis de la composición química de dichos cristales a escala atómica 

mediante el uso de la técnica de tomografía con sonda atómica (APT). 

Determinación de la potencial huella biológica de las proteínas de membrana 

y la eliminación de artefactos en la determinación de dicha huella por 

contaminación con la membrana que rodea al magnetosoma. 
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1. Expresión, purificación, conservación y 

caracterización de proteínas 

1.1. Purificación de la proteína MamC 

La purificación de la proteína MamC se llevó a cabo siguiendo el protocolo 

descrito por Valverde-Tercedor et al. 2015. Para ello, se partió de la cepa Escherichia coli 

(E. coli) TOP10 (Life Technologies: Invitrogen) transformada con el plásmido pTrcHis-

TOPO_mamC (Life Technologies: Invitrogen). Se llevó a cabo la siembra en placa a 

partir de la cepa conservada en glicerol a una temperatura de -80 °C. Una vez crecieron 

las colonias, se inocularon en 750 mL de medio Luria Bertani (LB, Scharlau) a una 

concentración de 25 g/L suplementados con ampicilina (Sigma Aldrich) a una 

concentración de 0,05 mg/mL. Las células crecieron a una temperatura de 26 °C y 50 rpm 

hasta una densidad óptica (DO) de 0,5-0,6 a 600 nm. Una vez se alcanzó el valor de DO 

deseado, se indujo la expresión de la proteína con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG, Sigma Aldrich) a una concentración de 2 mM durante 5 horas a 37 °C y 220 rpm. 

A continuación, se detuvo la inducción depositando los matraces en hielo durante 15 

minutos. Seguidamente, se llevó a cabo la centrifugación de los cultivos obtenidos a 6000 

rpm durante 10 minutos en frío. Para ello, se utilizó una centrífuga modelo 5804R con un 

rotor F-34-6-38 (Eppendorf). El sedimento de células obtenido se suspendió en el tampón 

de lisis (tampón fosfato 20 mM, hidrocloruro de guanidina 6 M, NaCl 0,5 M, pH 7,8) y 

se dejó toda la noche en agitación a 4 °C. Posteriormente, se aplicó un tratamiento de 

sonicación (sonicador modelo Sonic VibraCell) con una intensidad del 70% durante 10 

minutos (intervalos de 25 segundos de sonicación y 35 segundos de reposo). Tras la 

sonicación, la muestra se centrifugó a 11000 rpm durante 40 minutos en frío, de la cual 

se recogió el sobrenadante, es decir, el extracto libre de células. 

La obtención de las fracciones con la proteína de interés se realizó mediante una 

cromatografía líquida de separación rápida de proteínas (FPLC del inglés Fast Protein 

Liquid Chromatography) en condiciones desnaturalizantes mediante cambios de pH. Para 

ello, se utilizó el sistema ÄKTA Prime Plus FPLC (GE Healthcare) y una columna de 5 

mL HiTrap Chelating HP (GE Healthcare). En la preparación de la columna, la cual 

estaba conservada en etanol al 20%, ésta se lavó con 5 volúmenes de agua destilada y se 
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cargó con 0,1 M de sulfato de níquel (Sigma Aldrich). Aquellos iones de níquel que no 

quedasen retenidos en la columna debido a que se encontraban en exceso se eliminaron 

mediante un lavado con 5 volúmenes de agua destilada. A continuación, se equilibró la 

columna con 2 volúmenes del tampón de unión (tampón fosfato 20 mM, urea 8 M, NaCl 

0,5 M, pH 7,8). Para la purificación de la proteína, el sobrenadante obtenido tras la 

centrifugación se cargó en la columna. Posteriormente, la columna se lavó con 15 

volúmenes de tampón de unión, seguido de 10 volúmenes de tampón de lavado (tampón 

fosfato 20 mM, urea 8 M, NaCl 0,5 M, pH 6). Para eluir la proteína se utilizaron 8 

volúmenes de tampón de elución (tampón fosfato 20 mM, urea 8 M, NaCl 0,5 M, pH 4). 

Finalmente, las fracciones que presentaban la proteína se dializaron durante toda la noche 

en agitación suave en el tampón A (Tris 50 mM, urea 6 M, NaCl 0,15 M, pH 8,5). Con el 

objetivo de reducir la concentración de urea y permitir así el replegamiento de la proteína, 

el tampón A se fue diluyendo a la mitad de concentración del agente desnaturalizante 

(urea) con el tampón B (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 8,5). Concretamente, se diluyó en 

tres ocasiones dejando un espacio de 3-4 horas entre cada cambio, exceptuando el último 

(sin urea) que se dejó toda la noche en agitación.  

El grado de pureza de las fracciones de proteína obtenidas y su patrón de 

migración, correspondiente con el valor del peso molecular teórico calculado para 

MamC-His (17,46 KDa, ExPAsy Server), se determinó mediante electroforesis en geles 

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Sodium Dodecyl Sulphate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). Para la realización de la medida de la 

concentración de la proteína se utilizó el coeficiente de extinción molar de dicha proteína 

(14440 M–1 cm–1). Éste se obtuvo a partir de la aplicación Protparam, la cual utiliza el 

método descrito por Gill and von Hippel 1989 basado en la determinación del coeficiente 

de extinción molar a partir de la suma de los coeficientes de extinción molar de aquellos 

aminoácidos aromáticos presentes en la proteína. A continuación, se determinó la 

concentración de MamC midiendo la absorbancia a 280 nm en un equipo NanoDrop 

2000c (Thermo Scientific). 

1.1.1. Métodos para la conservación de la proteína MamC 

Una vez se completó la purificación y el replegamiento de la proteína, se analizó 

la estabilidad de la misma utilizando tres metodologías de conservación: liofilización, 

crioconservación y refrigeración. En el caso de la liofilización, se realizó la congelación 
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mediante N2 líquido de alícuotas de MamC, las cuales, posteriormente, se liofilizaron en 

el liofilizador Cryodos-50 (Testlar) durante 12 horas. Una vez liofilizadas, éstas se 

conservaron a 4 ºC. Para la crioconservación, al igual que en el caso anterior, las alícuotas 

se congelaron utilizando N2 líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta su utilización. 

Finalmente, en el caso de la refrigeración, diferentes alícuotas de MamC se almacenaron 

a 4 ºC durante 15, 30 and 60 días, respectivamente.     

1.2. Purificación de la bacteriocina AS-48 

AS-48 es un péptido catiónico circular con una longitud de 70 aminoácidos. Esta 

bacteriocina presenta un fuerte efecto bactericida frente a bacterias Gram-positivas, así 

como frente a diversos patógenos humanos. Por el contrario, las bacterias Gram-

negativas, dado que disponen de una membrana externa, muestran una resistencia natural 

a esta bacteriocina, siendo necesario un daño sub-letal previo para su sensibilización 

(Galvez et al. 1991; Maqueda et al. 2004).  

La purificación de la bacteriocina AS-48 se llevó a cabo siguiendo el protocolo 

descrito previamente por Ananou et al. 2008 y Cebrián et al. 2012. Brevemente, se utilizó 

el medio Esprion-300 suplementado con 1% de glucosa a un pH controlado de 6,5 para 

cultivar la cepa productora Enterococcus faecalis UGRA10 (Cebrián et al. 2012). Los 

sobrenadantes obtenidos se concentraron mediante ultrafiltración y se purificaron 

mediante una cromatografía de intercambio iónico seguida de una cromatografía de fase 

reversa. Tras la eliminación del disolvente orgánico, el polvo obtenido se solubilizó 

utilizando un tampón acuoso. Posteriormente, la bacteriocina se purificó realizando una 

cromatografía líquida de alta eficacia de fase reversa (RP-HPLC del inglés Reverse-Phase 

High-Performance Liquid Chromatography) mediante el uso del equipo preparativo 

Agilent 1260 infinity (Agilent). A continuación, se determinó la concentración de la 

bacteriocina mediante espectrofotometría de absorbancia UV-Visible, a 280 nm. 

1.3. Caracterización físico-química 

1.3.1. Dicroísmo circular (CD) 

Los espectros de dicroísmo circular (CD del inglés Circular Dichroism) de las 

diferentes alícuotas de proteína MamC (previamente centrifugadas durante 3 minutos a 
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14000 rpm en una centrífuga 5804R con un rotor F-34-6-38) se realizaron en un 

espectrofotómetro de CD JASCO J-715 (Jasco) equipado con un sistema de 

termostatización mediante efecto Peltier. Los espectros se registraron en el intervalo de 

ultravioleta lejano (190-260 nm), con un tiempo de respuesta de 1 s, amplitud de la banda 

espectral de 2 nm y una velocidad de barrido de 100 nm/min. Se utilizaron cubetas de 

cuarzo de 0,1 cm de longitud. Las medidas se realizaron a una temperatura de 25 ºC y el 

resultado se expresó como el promedio de 5 acumulaciones. Además, también se registró 

el espectro correspondiente al tampón en el que estaba suspendida MamC y se sustrajo 

de los espectros. El análisis de los datos experimentales se realizó utilizando el programa 

Spectra Manager (Jasco). 

1.3.2. Dispersión de luz dinámica (DLS) 

Se utilizó la técnica de la dispersión de luz dinámica (DLS del inglés Dynamic 

Light Scattering) para la realización del estudio de la proporción de agregados y 

monómeros proteicos de la proteína MamC. Las medidas de las diferentes muestras 

(previamente centrifugadas durante 3 minutos a 14000 rpm en una centrífuga 5804R con 

un rotor F-34-6-38) se realizaron en el instrumento DynaPro MS-X (Wyatt Technology) 

equipado con un sistema de termostatización mediante efecto Peltier, utilizando cubetas 

de cuarzo termostatizadas de 30 μL y una temperatura de 25 ºC. Las medidas se 

registraron cada 5 segundos hasta que se produjo la saturación de la señal. El tratamiento 

y análisis de los datos experimentales se realizó utilizando el programa Dynamics v6 

(Wyatt Technology). 

2. Biomineralización de nanopartículas de magnetita 

2.1. Síntesis de nanopartículas de magnetita inorgánicas 

(MNPs) 

Los experimentos de biomineralización se realizaron en condiciones de 

anaerobiosis para evitar la potencial oxidación de las partículas de magnetita. Todos los 

reactivos utilizados se prepararon a partir de agua desoxigenada y desionizada en el 

interior de una cámara de anaerobiosis COY (Coy Laboratory Products), la cual 

presentaba una atmósfera interna compuesta por 4% de H2 en N2. Para llevar a cabo la 
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desoxigenación, el agua se calentó hasta la ebullición (30 min/L) utilizando piedras de 

teflón para facilitar la formación de burbujas y, posteriormente, se introdujo en un baño 

de hielo a la vez que se burbujeaba con una corriente de N2 (30 min/L). Las disoluciones 

madre utilizadas para llevar a cabo la precipitación de la magnetita fueron las siguientes: 

NaHCO3/Na2CO3 (0,15 M/0,15 M), FeCl3 (1 M), Fe(ClO4)2 (0,5 M) y NaOH (1 M) 

(Sigma Aldrich).  

La magnetita se dejó precipitar en un sistema cerrado a 25 ºC y a 1 atmósfera de 

presión siguiendo el protocolo descrito previamente por Perez-Gonzalez et al. 2011. Para 

preparar la disolución a partir de la cual precipitaron los cristales de magnetita, se 

mezclaron y diluyeron las disoluciones madre de sales hasta alcanzar la concentración 

final de NaHCO3/Na2CO3 (3,5 mM/3,5 mM), FeCl3 (5,56 mM), Fe(ClO4)2 (2,78 mM). 

Las cantidades de las disoluciones madre de FeCl3 y de NaOH utilizadas fueron las 

necesarias para alcanzar el campo de estabilidad de la magnetita, es decir, valores de pH 

altos (pH = 9) y condiciones reductoras (valores de Eh negativos), según lo previsto en el 

diagrama de estabilidad de la magnetita calculado para estos experimentos por las 

ecuaciones de Garrels and Christ 1990. La suspensión de nanopartículas generada se dejó 

dentro de la cámara de anaerobiosis durante un mes antes de ser procesada (ver apartado 

2.4.).  

2.2. Síntesis de nanopartículas de magnetita biomimética en 

presencia de la proteína MamC (BMNPs) 

Una vez se obtuvo purificada la disolución madre de la proteína MamC, ésta se 

desoxigenó con ayuda de una corriente de N2 ultrapuro e inmediatamente después se 

introdujo en la cámara de anaerobiosis. El volumen apropiado de disolución madre 

proteica para rendir una concentración final de 10 μg/mL se mezcló con la disolución 

para preparar la magnetita descrita en el apartado 2.1., previamente a la adición de NaOH. 

A continuación, una vez se completó la mezcla, se inició la precipitación añadiendo 

NaOH. Al igual que el proceso de síntesis de nanopartículas inorgánicas, la magnetita se 

dejó precipitar en un sistema cerrado a 25 ºC y a 1 atmósfera de presión durante un mes.  
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2.3. Síntesis de nanopartículas de magnetita en presencia de 

aminoácidos  

Las disoluciones madre de los aminoácidos de lisina o arginina (Sigma Aldrich) 

se prepararon a partir de agua desoxigenada y desionizada en el interior de la cámara de 

anaerobiosis. Para ello, los aminoácidos (en forma de clorhidrato), se pesaron 

cuidadosamente, se desoxigenaron con ayuda de una corriente de Ar y se introdujeron en 

la cámara da anaerobiosis. A continuación, se prepararon las disoluciones madre de cada 

una de las concentraciones usadas (0,1, 2 y 10 mM). El volumen apropiado de cada 

disolución de aminoácidos se mezcló con la disolución para preparar magnetita descrita 

en el apartado 2.1., previamente a la adición de NaOH. Posteriormente, una vez se 

completó la mezcla, se inició la precipitación añadiendo NaOH. La magnetita se dejó 

precipitar en un sistema cerrado a 25 ºC y a 1 atmósfera de presión durante un mes. 

2.3.1. Precipitación a diferentes pHs 

Se prepararon disoluciones madre de los aminoácidos de lisina y arginina a 10 

mM. El volumen apropiado de cada disolución de aminoácidos se mezcló con la 

disolución para preparar magnetita descrita en el apartado 2.1., previamente a la adición 

de NaOH. Posteriormente, una vez se completó la mezcla, se inició la precipitación 

añadiendo NaOH. En este caso, a diferencia de los apartados descritos anteriormente, la 

cantidad de la disolución madre de NaOH utilizada fue la necesaria para alcanzar valores 

de pH de 10 y 11. La magnetita se dejó precipitar en un sistema cerrado a 25 ºC y a 1 

atmósfera de presión durante un mes.  

2.4. Purificación, preparación y conservación de las 

nanopartículas de magnetita 

Transcurridos 30 días de reacción de precipitación, las partículas de magnetita 

resultantes se lavaron y se recogieron. Las nanopartículas se concentraron mediante 

decantación magnética con ayuda de un imán permanente de neodimio y se retiró el 

sobrenadante. A continuación, las nanopartículas magnéticas se volvieron a suspender 

con agua desoxigenada y desionizada y, posteriormente, se decantaron magnéticamente. 

Este mismo procedimiento se repitió tres veces para cada uno de los experimentos de 
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precipitación de magnetita. Finalmente, las partículas se suspendieron en un volumen 

conocido de agua, las botellas que las contenían se sellaron herméticamente y se 

almacenaron a 4 ºC hasta su uso. En el caso de las nanopartículas de magnetita utilizadas 

en los estudios in vitro, éstas se suspendieron en tampón HEPES (0,01 M HEPES, 0,15 

M NaCl, pH 7,4, Sigma Aldrich), las botellas que las contenían se sellaron 

herméticamente y se esterilizaron en el autoclave antes de su almacenamiento a 4 ºC.  

3. Desarrollo y formulación de liposomas y 

magnetoliposomas 

3.1. Preparación de las nanopartículas de magnetita 

Las nanopartículas de magnetita (tanto MNPs como BMNPs), se incubaron 

durante 12 horas en citrato 2 M (Thermo-Fisher) con el objetivo de estabilizarlas y 

disminuir la agregación de las mismas (Bacri et al. 1990; Laurent et al. 2008). A 

continuación, se realizaron un total de 5 lavados con agua ultrapura con ayuda de un imán 

mediante decantación magnética, y las nanopartículas se dejaron en un volumen de 1,67 

mL de agua. Posteriormente, las suspensiones se filtraron a través de un filtro de 0,22 μm 

(Sartorious). 

3.2. Síntesis de liposomas y magnetoliposomas 

Se realizó la síntesis de liposomas y magnetoliposomas mediante el uso del 

fosfolípido L-α-fosfatidilcolina (PC del inglés Phosphatidylcholine) de huevo (Avanti 

Polar Lipids). Se trata de un fosfolípido que forma parte del grupo de ésteres de ácidos 

grasos cuyo componente alcohólico presenta un grupo fosfato. En cuanto a su estructura, 

está compuesto por dos cadenas de ácidos grasos que se encuentran esterificadas con los 

hidroxilos situados en las posiciones 1 y 2 de la glicerina. El hidroxilo restante está 

esterificado con una molécula de ácido fosfórico, la cual está unida a una colina. La PC 

es el fosfolípido mayoritario en la membrana de las células eucariotas, así como sirve 

como reservorio de numerosos mensajeros lipídicos. De acuerdo a la descripción del 

proveedor (‘Egg PC | Avanti Polar Lipids’ n.d.), el fosfolípido PC de huevo está 

compuesto aproximadamente por 32,7% C16:0 (ácido palmítico), 32% C18:1 (ácido 
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oleico), 12.3% C18:0 (ácido esteárico) y 17.1% C18:2 (ácido linoleico), presentando una 

baja temperatura de transición.  

 La obtención de liposomas y magnetoliposomas unilaminares se realizó según el 

protocolo de hidratación del film descrito por Clares et al. 2013 con ciertas modificaciones 

para adecuarlo a las características de las nanopartículas sintetizadas en la presente Tesis 

Doctoral. Para la síntesis de liposomas, se pesaron 10 mg de PC en una balanza de 

precisión Radwag y se disolvieron en de cloroformo (Carlo Erba) en un matraz de fondo 

redondo. Una vez se obtuvo una suspensión totalmente homogénea, se llevó a cabo la 

evaporación del disolvente con ayuda de un rotavapor Büchi (Rotavapor-R) en 

condiciones de vacío, a 37 °C y en agitación a 400 rpm hasta que se formó la película 

lipídica en el fondo del matraz. A continuación, con el objetivo de eliminar cualquier 

resto de cloroformo, los matraces estuvieron en condiciones de vacío durante 90 minutos. 

Posteriormente, se realizó la hidratación de la película lipídica añadiendo 1,67 mL de 

agua ultrapura ([PC] ≈ 6 mg/mL), obteniéndose una suspensión de aspecto lechoso. Para 

asegurar una correcta suspensión de los mismos, los matraces se dejaron en agitación 

durante 2 horas a 180-200 rpm a temperatura ambiente y se almacenaron durante 24 horas 

a 4 ºC. A continuación, con ayuda de un extrusor (Avanti Polar Lipids), se redujo el 

tamaño de los liposomas. Para ello, la solución lipídica se pasó a través de una membrana 

de policarbonato (Whatman) con un tamaño de poro de 200 y 100 nm. Se realizaron un 

total de 5 ciclos de extrusión a 45 ºC. Por último, la suspensión de liposomas se almacenó 

en frío para su posterior visualización y análisis. En el caso de la producción de 

magnetoliposomas, ésta se llevó a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito para los 

liposomas, salvo con la diferencia de que, en este caso, en vez de añadir 1,67 mL de agua 

ultrapura para la hidratación de la capa lipídica, se añadieron 1,67 mL de la solución de 

ferrofluído.  

En relación a los ratios magnetita:PC, se ensayaron un total de tres ratios: 1:1, 4:1 

y 8:1, de los cuales, en base a los resultados obtenidos, se seleccionó el ratio 4:1. De 

acuerdo con esto, todos los magnetoliposomas sintetizados en este trabajo (cuya 

composición y nomenclatura se recogen en la Tabla 6) presentaban un ratio magnetita:PC 

de 4:1, siendo la concentración final de nanopartículas de magnetita en todos los 

experimentos de 24 mg/mL. 
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Tabla 6. Composición y nomenclatura de los magnetoliposomas sintetizados. 

Nomenclatura Composición 

Magnetoliposomas MNPs Magnetoliposomas compuestos por MNPs 

Magnetoliposomas BMNPs Magnetoliposomas compuestos por BMNPs 

Magnetoliposomas 60BMNPs-

40MNPs 

Magnetoliposomas compuestos por 60% de 

BMNPs y 40% de MNPs 

Magnetoliposomas 25BMNPs-

75MNPs 

Magnetoliposomas compuestos por 25% de 

BMNPs y 75% de MNPs 

Todos los magnetoliposomas preparados presentaban una concentración de [PC] = 6 

mg/mL y una concentración de [Nanopartículas de magnetita] = 24 mg/mL. 

4. Adsorción de diferentes moléculas sobre 

nanopartículas de magnetita 

4.1. Adsorción de aminoácidos sobre MNPs 

La adsorción de los aminoácidos de lisina y arginina sobre MNPs preformadas se 

realizó mediante interacción de tipo electrostática. Para ello, las MNPs se suspendieron 

en disoluciones de aminoácidos de lisina (10 mM) y arginina (10 mM), hasta una 

concentración de 0,3 mg/mL. La reacción se dejó incubar durante 24 horas a 25 ºC. A 

continuación, las nanopartículas con los aminoácidos adsorbidos se concentraron por 

decantación magnética y se les aplicó el procedimiento de lavado descrito en el apartado 

2.4. 

4.2. Adsorción del anticuerpo monoclonal (mAb) AR-3 y el 

quimioterápico doxorrubicina (DOXO) sobre BMNPs 

El anticuerpo monoclonal (mAb) AR-3, constituye una inmunoglobulina IgG1 

generada frente al carcinoma epidermoide humano A431 (ATCC®, CRL-1555™), 

específicamente, frente al antígeno denominado CAR-3. Dicho mAb presenta reactividad 

frente a un biomarcador expresado específicamente en células del carcinoma, tales como 

las del tracto gastroentérico, pero carece de reactividad frente a células epiteliales 
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normales, así como de origen mesenquimatoso, tales como fibroblastos, células 

sanguíneas o sarcomas (Prat et al. 1989, 1985).  

La adsorción del mAb AR-3 y del agente quimioterápico doxorrubicina (DOXO, 

Sigma Aldrich) sobre las BMNPs se realizó siguiendo el protocolo descrito previamente 

por Iafisco et al. 2013. Brevemente, 5 mg de BMNPs se suspendieron en 1 mg/mL de 

mAb disuelto en el tampón HEPES dentro de botellas herméticamente cerradas para 

evitar la oxidación de las nanopartículas. La mezcla se incubó durante 24 horas a 25 ºC 

en agitación suave en una noria. Transcurrido el tiempo de incubación, las nanopartículas 

funcionalizadas con el mAb se recogieron magnéticamente y se lavaron tres veces con el 

tampón HEPES. Posteriormente, estas nanopartículas binarias (mAb-BMNPs) se 

suspendieron en 1 mg/mL de DOXO disuelta en el tampón HEPES. La mezcla se volvió 

a incubar durante 24 horas a 25 ºC en agitación suave en una noria. A continuación, estas 

nanoformulaciones (DOXO-mAb-BMNPs) se recogieron magnéticamente y se lavaron 

tres veces con tampón HEPES. El contenido de DOXO y mAb se evaluó mediante 

espectroscopía UV-Vis (λ = 490 y 280 nm, respectivamente) a partir de todas las 

suspensiones con los sobrenadantes y lavados obtenidos utilizando el espectrofotómetro 

Libra S12 (Biochrom). La cantidad de DOXO y de mAb adsorbidos a las BMNPs se 

determinó a partir de la diferencia entre las cantidades obtenidas al medir los 

sobrenadantes y lavados (cantidades correspondientes a moléculas no adsorbidas) y la 

concentración de partida de DOXO y mAb al inicio de la incubación. Finalmente, las 

nanopartículas funcionalizadas se suspendieron en tampón HEPES y se almacenaron a 4 

ºC hasta su uso (en la Tabla 7 se recogen las diferentes nanoformulaciones desarrolladas 

y su composición). 
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Tabla 7. Composición y nomenclatura de las nanopartículas y nanoformulaciones 

sintetizadas. 

Nomenclatura Composición 

MNPs (M) Nanopartículas magnéticas inorgánicas 

BMNPs (BM) Nanopartículas magnéticas biomiméticas 

de magnetita mediadas por MamC 

60BMNPs-40MNPs Nanoformulación compuesta por 60% de 

BMNPs y 40% de MNPs  

25BMNPs-75MNPs Nanoformulación compuesta por 25% de 

BMNPs y 75% de MNPs 

DOXO-mAb-BMNPs (TBM) Nanoformulación compuesta por BMNPs 

funcionalizadas con mAb AR-3 y DOXO 

60 TBM + 40 M Nanoformulación compuesta por 60% de 

TBM y 40% de MNPs (M) 

25 TBM + 75 M Nanoformulación compuesta por 25% de 

TBM y 75% de MNPs (M) 

 

4.3. Adsorción de Ff35 sobre BMNPs 

4.3.1. Estudio del modelo de unión: cinética e isoterma de adsorción 

El compuesto denominado Ff35 es un derivado de la molécula MN58b que forma 

parte de la familia de los inhibidores simétricos del enzima colina quinasa α1 (ChoKα1).  

Los cambios bioisostéricos introducidos en la estructura inicial de MN58b para la 

obtención de Ff35, en la cual los átomos de carbono han sido sustituidos por átomos de 

nitrógeno y azufre, incrementan la solubilidad de la molécula, así como su especificidad 

por el enzima ChoKα1. 

La cinética de adsorción de la molécula de Ff35 sobre las BMNPs se realizó con 

el objetivo de determinar el tiempo de adsorción necesario para que la reacción alcance 

el equilibrio. Para ello, se prepararon diferentes alícuotas compuestas por 5 mg de BMNPs 

suspendidas en 100 μM de Ff35 disuelto en tampón HEPES. Las mezclas se mantuvieron 

a 25 ºC en agitación suave en una noria durante diferentes periodos de tiempo hasta 48 

horas. Transcurrido el tiempo de incubación, las BMNPs funcionalizadas con Ff35 

(denominadas Ff35-BMNPs) se recogieron magnéticamente y se lavaron dos veces con 
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el tampón HEPES. El contenido de Ff35 de todas las suspensiones correspondientes a los 

sobrenadantes y lavados se evaluó mediante espectroscopía UV-Vis (λ = 304 nm) 

utilizando curvas estándar. La absortividad molar de Ff35 a λ = 304 nm fue de 2677.5 

L/mol (R2 = 0.9991), calculada a partir de la pendiente de una recta de calibración 

elaborada con concentraciones crecientes de Ff35 en tampón HEPES. La cantidad de Ff35 

adsorbido a las BMNPs se determinó a partir de la diferencia entre las cantidades 

obtenidas al medir los sobrenadantes y lavados (cantidades correspondientes a moléculas 

no adsorbidas) y la concentración inicial de Ff35 al inicio de la incubación. Finalmente, 

las nanopartículas funcionalizadas se suspendieron en tampón HEPES y se almacenaron 

a 4 ºC hasta su uso. Se realizaron más de tres experimentos independientes para cada uno 

de los tiempos ensayados.  

La isoterma de adsorción de la molécula de Ff35 sobre las BMNPs se realizó con 

el objetivo de determinar la concentración de saturación de Ff35 adsorbido en las BMNPs. 

Para ello, se prepararon diferentes alícuotas compuestas por 5 mg de BMNPs suspendidas 

en concentraciones crecientes de Ff35 disuelto en tampón HEPES (desde 0 a 200 μM). 

Las mezclas se mantuvieron a 25 ºC en agitación suave durante 6 horas (tiempo requerido 

para alcanzar el equilibrio, en base a los resultados de la cinética de adsorción). 

Transcurrido el tiempo de incubación, las BMNPs funcionalizadas se recogieron y 

lavaron, así como se realizaron las medidas de espectroscopía UV-Vis de acuerdo a lo 

explicado anteriormente. Se realizaron más de tres experimentos independientes para 

cada punto de la isoterma de adsorción y los datos obtenidos se ajustaron al modelo de 

Langmuir-Freundlich (LF) utilizando el programa Origin Pro8 (OriginLab), el cual 

considera que la energía de adsorción no es la misma para toda la superficie de la 

nanopartícula (es decir, la superficie es heterogénea) e incluye una condición de adsorción 

en la que se considera la interacción entre las moléculas de adsorbato (cooperatividad). 

Este modelo se basa en la Ecuación (4), donde (Q) es la cantidad de molécula adsorbida 

por unidad de masa de adsorbente (BMNPs), (Ce) es la cantidad de molécula no adsorbida, 

(Qmax) es la capacidad máxima de carga de la molécula, (KLF) es la constante de afinidad 

de LF y (r) es el coeficiente de cooperatividad. Los valores de r < 1 indican una 

cooperatividad negativa, mientras que valores de r > 1 indican una cooperatividad 

positiva (Langmuir 1918; Rodríguez-Ruiz et al. 2013; Turiel et al. 2003).  

𝑄 =
𝑄𝑚𝑎𝑥 (𝐾𝐿𝐹 · 𝐶𝑒)𝑟

1 + (𝐾𝐿𝐹 · 𝐶𝑒)𝑟
 (4) 
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4.4. Adsorción de AS-48 sobre BMNPs 

4.4.1. Estudio del modelo de unión: cinética e isoterma de adsorción 

La cinética de adsorción de AS-48 sobre BMNPs se determinó siguiendo el mismo 

protocolo a lo descrito en el apartado 4.3.1. Para ello, se prepararon diferentes alícuotas 

compuestas por 5 mg de BMNPs suspendidas en 100 μM de AS-48 disuelta en tampón 

HEPES. Las mezclas se mantuvieron a 25 ºC en agitación suave en una noria durante 

diferentes periodos de tiempo hasta 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, las 

BMNPs funcionalizadas con AS-48 (denominadas AS-48-BMNPs) se recogieron 

magnéticamente y se lavaron dos veces con el tampón HEPES. El contenido de AS-48 de 

todas las suspensiones correspondientes a los sobrenadantes y lavados se evaluó mediante 

espectroscopía UV-Vis (λ = 280 nm) para la determinar la cantidad de AS-48 no 

adsorbida (Ce) y la cantidad de AS-48 adsorbida por unidad de masa de adsorbente (Q). 

Se realizaron más de tres experimentos independientes para cada uno de los tiempos 

ensayados. Los datos obtenidos se ajustaron a la ecuación de Lagergren (Ecuación (5)), 

donde (τ) es el tiempo necesario para alcanzar aproximadamente el 63% de la capacidad 

de carga de las BMNPs (Qmax) (Lagergren 1898; Rodríguez-Ruiz et al. 2013). 

𝑄(𝑡) = 𝑄𝑚𝑎𝑥 (1 − 𝑒−
𝑡
𝜏) (5) 

La isoterma de adsorción de AS-48 sobre BMNPs se determinó siguiendo el 

mismo protocolo descrito en el apartado 4.3.1. Para ello, se prepararon diferentes 

alícuotas compuestas por 5 mg de BMNPs suspendidas en concentraciones crecientes de 

AS-48 disuelto en tampón HEPES (desde 0 a 200 μM), las cuales fueron tratadas 

siguiendo la metodología descrita en el apartado anterior. Se realizaron un total de más 

de tres experimentos independientes para cada punto de la isoterma de adsorción y los 

datos obtenidos se ajustaron al modelo LF, tal y como se indica en el apartado 4.3.1. 

4.4.2. Estudio del modelo de desunión: cinética de liberación 

La estabilidad de los nanosistemas AS-48-BMNPs se evaluó mediante el análisis 

de la cinética de liberación de la bacteriocina AS-48 adsorbida a las BMNPs a lo largo 

del tiempo a pH 7,4 (tampón HEPES). Para ello, las suspensiones de AS-48-BMNPs se 

incubaron a 37 ºC, en agitación suave, durante diferentes intervalos de tiempo hasta un 

máximo de 96 horas. En cada tiempo específico de medida, se recogieron y lavaron, así 
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como se realizaron las medidas de espectroscopía UV-Vis de acuerdo a lo explicado 

anteriormente. La eficiencia de liberación (DR) se define según la Ecuación (6), como la 

relación, en porcentaje, entre la cantidad de moléculas adsorbidas liberadas en un tiempo 

fijo t (Q(t)) y la capacidad de carga de la molécula, Qmax (García Rubia et al. 2018; 

Rodríguez-Ruiz et al. 2013).  

𝐷𝑅 =
𝑄(𝑡)

𝑄𝑚𝑎𝑥
𝑥 100 (6) 

5. Estudio y caracterización de las formulaciones 

desarrolladas 

5.1. Difractometría de rayos X (XRD) 

La mineralogía de los sólidos obtenidos en cada uno de los experimentos de 

biomineralización (MNPs, BMNPs, Lys-MNP y Arg-MNP) se determinó mediante el 

análisis de los sólidos liofilizados usando el difractómetro Xpert Pro X-ray 

(PANanalytical) utilizando radiación Cu Kα. El rango de escaneo fue de 20 a 60 grados 

en 2θ (0,01 grado/paso; 3 segundos por paso). El análisis de los datos y la identificación 

de los sólidos se realizaron utilizando el programa XPowder.  

5.2. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

El estudio del tamaño y la morfología de las partículas de magnetita obtenidas se 

realizó empleando un microscopio electrónico de transmisión (TEM del inglés 

Transmission Electron Microscopy) LIBRA 120 PLUS (Carl Zeiss SMT) y un 

microscopio electrónico de transmisión de alta resolución (HR-TEM del inglés High 

Resolution Transmission Electron Microscopy) TITAN G2 80-300 (FEI). 

5.2.1. Preparación de nanopartículas de magnetita 

Las nanopartículas se deshidrataron utilizando etanol absoluto (J.T. Baker) y, 

posteriormente, se embebieron en resina EMbed 812 (Fisher Scientific). El bloque de 

resina resultante se cortó en secciones ultra delgadas (de 50 a 70 nm) con la ayuda de un 

ultramicrotomo Reichert Ultracut S (Leica Microsystems). Las láminas obtenidas se 
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depositaron sobre una rejilla de cobre de microscopía electrónica. Por último, se procedió 

al recubrimiento de las rejillas con carbón (Evaporador EMITECH K975X) para su 

metalización. Toda la preparación se realizó en el Centro de Instrumentación Científica 

(CIC) de la Universidad de Granada. 

5.2.2. Preparación de magnetoliposomas y liposomas 

Las suspensiones de liposomas y magnetoliposomas se agitaron en un agitador 

tipo vórtex durante 5 min. A continuación, para cada muestra, se depositaron gotas de la 

suspensión sobre una rejilla de cobre con película de formvar y se tiñeron mediante de 

tinción negativa con acetato de uranilo (Fisher Scientific). Por último, las rejillas se 

secaron en un horno de convección. Toda la preparación se realizó en el CIC de la 

Universidad de Granada. 

5.2.3. Cálculo de distribución de tamaño 

El estudio y análisis del tamaño de las nanopartículas, liposomas y 

magnetoliposomas sintetizados se realizó a partir de las micrografías de TEM empleando 

el programa Image J 1.47. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, los tamaños 

de nanopartícula se obtuvieron mediante el uso de múltiples imágenes en las que se 

midieron, al menos, 1000 partículas por cada experimento. Del mismo modo, con el 

objetivo de asegurar la reproducibilidad, los tamaños de liposoma/magnetoliposoma se 

obtuvieron de múltiples imágenes midiendo, al menos, 200 liposomas/magnetoliposomas 

por experimento. Los datos obtenidos se utilizaron para el cálculo de las curvas de 

distribución de tamaño. 

5.2.4. Microscopio electrónico de alta resolución (HR-TEM): 

difracción de electrones del área seleccionada (SAED) 

El estudio de la morfología y el espaciamiento d de los sólidos sintetizados se 

analizó mediante la técnica de difracción de electrones de área seleccionada (SAED del 

inglés Selected Area Electron Diffraction). Los espaciados d se midieron utilizando 

micrografías de HR-TEM tomadas con un aumento de 500 kX, y la dirección 

cristalográfica se determinó por comparación de los datos recolectados con los datos de 

magnetita presentes la página web del Proyecto RRUFF 

(http://rruff.info/ams/amcsd.php).  
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5.3. Análisis termogravimétrico (TGA) 

Los termogramas de los diferentes tipos de nanopartículas de magnetita se 

realizaron en un equipo TGA/DSC1 (Mettler-Toledo) calentando las muestras desde 

temperatura ambiente hasta 900 ºC a una velocidad constante de calentamiento de 10 

ºC/min en atmósfera de N2. Para cada medida, se utilizaron aproximadamente 10 mg de 

polvo liofilizado de cada muestra. 

5.4. Carga superficial: potencial-ζ 

La carga superficial de las diferentes nanopartículas y nanosistemas a diferentes 

pH se analizó mediante medidas de potencial-ζ utilizando un instrumento de medida de 

dispersión de luz dinámica Zetasizer Nano Zs (Malvern Instruments). Las muestras se 

prepararon formando suspensiones diluidas de las nanopartículas y nanosistemas en una 

disolución de NaClO4 (10 mM, Sigma Aldrich) libre de oxígeno. El pH de las diferentes 

suspensiones se ajustó a valores enteros de pH comprendidos en el intervalo de 2-9, 

añadiendo pequeños volúmenes de disoluciones libres de oxígeno de NaOH (0.1 M) y 

HCl (0.1 M, Scharlau). Las muestras se sonicaron en un baño de ultrasonidos (Selecta) 

durante 2 minutos antes de cada medición. Cada una de las medidas se realizó por 

triplicado a 25 ºC utilizando cubetas desechables. Los valores de potencial-ζ se calcularon 

usando el programa Malvern Zetasizer (Malvern Instruments). 

5.5. Radio hidrodinámico 

El radio hidrodinámico de las diferentes nanopartículas y nanosistemas se analizó 

utilizando un instrumento de medida de dispersión de luz dinámica Zetasizer Nano Zs 

(Malvern Instruments). Las muestras se prepararon formando suspensiones diluidas de 

las nanopartículas y nanosistemas en una disolución de NaClO4 (10 mM, Sigma Aldrich) 

libre de oxígeno a pH 7,4. Las muestras se sonicaron en un baño de ultrasonidos (Selecta) 

durante 2 minutos antes de las mediciones. Cada una de las medidas se realizó por 

triplicado a 25 ºC utilizando cubetas desechables. 
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5.6. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 

(FT-IR) 

El estudio de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) se 

llevó a cabo mediante el uso de un espectrómetro FT-IR 6000 (Jasco), equipado con una 

ventana de cristal de diamante de reflexión total atenuada (ATR ProOne, Jasco). Para ello, 

una pequeña porción de sólido liofilizado se colocó sobre el cristal de diamante del 

espectrómetro donde se comprimió para la realización de las medidas. Los espectros se 

registraron en el intervalo de 4000 a 400 cm-1, con una resolución de 2 cm-1. Los 

resultados se expresaron como el promedio de 100 acumulaciones.   

5.7. Propiedades magnéticas 

5.7.1. Enfriamiento de campo cero (ZFC-W) y enfriamiento de campo 

(FC-C) 

Las medidas de enfriamiento de campo cero (ZFC-W del inglés Zero-Field 

Cooling), así como las medidas de enfriamiento de campo (FC-C del inglés Field 

Cooling), se realizaron en un magnetómetro superconductor de interferencia cuántica 

(SQUID) MPMS XL (Quantum Design). Bajo una corriente suave de Ar, diferentes 

cantidades de muestra liofilizada (nanopartículas, nanosistemas y/o nanformulaciones) se 

introdujeron en una cápsula de policarbonato. Las cantidad de muestra utilizada varió, 

dependiendo del experimento, en un intervalo comprendido entre 0.5- 5 mg. Las muestras 

se enfriaron en ausencia de campo hasta 5 K con el objetivo de preservar la magnetización 

aleatoria de las muestras. A continuación, se aplicó un campo magnético de 500 Oe y las 

muestras se calentaron hasta 300 K. Posteriormente, desde este punto, las muestras se 

enfriaron hasta 5 K manteniendo el campo activo. Todas las curvas obtenidas se 

normalizaron respecto a la masa (mg) de cada muestra, así como por el valor de 

magnetización de dicha muestra a 300 K, con el objetivo de poder establecer 

comparaciones entre las diferentes muestras analizadas. La temperatura de bloqueo (TB) 

se definió como aquélla en la que se produce la máxima magnetización en las curvas 

ZFC-W. La temperatura de irreversibilidad (Tirr) se definió como la temperatura debajo 

de la cual las nanopartículas superparamagnéticas no se encontraban equilibradas 

térmicamente (punto en el que se separan las curvas ZFC-W y FC-C). 
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5.7.2. Ciclo de histéresis 

Los ciclos de histéresis se registraron en el mismo magnetómetro superconductor 

de interferencia cuántica (SQUID) MPMS XL (Quantum Design). La preparación de las 

muestras fue idéntica a la descrita en el apartado 5.7.1. Los ciclos de histéresis magnética 

se realizaron a 5 y 300 K. 

5.8. Estabilidad coloidal 

La estabilidad coloidal de las diferentes muestras analizadas (nanopartículas de 

magnetita, nanosistemas y nanoformulaciones) se determinó mediante el registro óptico 

del proceso de sedimentación. Para ello, las muestras se agitaron en un agitador tipo 

vórtex durante 1 minuto (tiempo cero del experimento) y, posteriormente, se dejaron 

sedimentar. Para cada experimento, se consideró el tiempo final como aquel tiempo en el 

que toda la muestra se encontraba sedimentada al final de tubo. La recogida de los datos 

de estabilidad (altura y volumen de muestra) se realizó a partir del análisis y procesado 

de fotografías obtenidas en diferentes intervalos de tiempo. La estabilidad coloidal se 

expresó como la fracción de volumen local de muestra sedimentada (comparada con el 

valor inicial) en función del tiempo.  

5.9. Hipertermia magnética 

Los experimentos de hipertermia magnética se realizaron utilizando un generador 

de corriente alterna con una bobina doble de 5 vueltas, 20 mm de diámetro y 50 mm de 

longitud, compuesta de un tubo de cobre y refrigerada por agua a 20 ºC a un flujo de 800 

mL/min. Las medidas se realizaron utilizando diferentes frecuencias e intensidades de 

campo (recogidas en la Tabla 8), medidas en el centro de la bobina con una sonda 

(NanoScience Laboratories) de 10 μT de resolución. El incremento de temperatura de las 

muestras se midió cada 3 segundos mediante un termómetro Fotemp-4H (Optocom) con 

un sensor de fibra óptica TS3 con una precisión de 0,2 ºC. Todas las muestras se 

termostatizaron previamente a la realización de las medidas de hipertermia a una 

temperatura comprendida entre 34-37 ºC.  
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La tasa de absorción específica (SAR del inglés Specific Absorption Rate, W/g) 

se determinó a partir de la pendiente inicial del incremento de la temperatura con respecto 

al tiempo (dT/dt) utilizando la Ecuación (7): 

SAR = (
𝐶 · 𝑉𝑠

𝑚
)

d𝑇

d𝑡
 (7) 

donde C es la capacidad calorífica de la suspensión (CH2O = 4185 J/g/K), VS es el volumen 

de la muestra y m es la masa de sólido magnético en la muestra. Además, dado que el 

valor SAR depende del cuadrado del campo magnético (H0 en kA / m) y de su frecuencia 

(f en kHz), también se calculó la potencia de pérdida intrínseca (ILP del inglés Intrinsic 

Loss Power, nHm2 / kg) utilizando la Ecuación (8): 

ILP =
𝑆𝐴𝑅

𝑓𝐻0
2  (8) 

Tabla 8. Características de las muestras utilizadas en los experimentos de hipertermia 

magnética y los parámetros utilizados en el estudio.  

Muestra Frecuencia (kHz) Campo (kA/m) Concentración 

MNPs 
197 ± 5 

236 ± 5 

280 ± 5 

18 ± 0,2 25 mg/mL 
BMNPs 

60BMNPs-40MNPs 

25BMNPs-75MNPs 

ML-BMNPs 

197 ± 5 12 ± 0,2 24 mg/mL 
ML-MNPs 

ML-60BMNPs-40MNPs 

ML-25BMNPs-75MNPs 

M 
143 ± 5 

163 ± 5 

205 ± 5 

273 ± 5 

12.5 ± 0,2 30 mg/mL 
TBM 

60 TBM + 40 M 

25 TBM + 75 M 

El volumen de las muestras en todos los experimentos fue de 0,5 mL. 
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5.9.1. Efecto de la hipertermia magnética en la cinética de liberación 

de DOXO 

El efecto de la hipertermia magnética en la cinética de liberación del fármaco 

DOXO adsorbido a las BMNPs se analizó mediante la aplicación de un campo magnético 

de corriente alterna (AMF del inglés Alternating Magnetic Field) a suspensiones de 

nanoformulaciones DOXO-mAb-BMNPs suspendidas tanto en tampón citrato (pH 5), 

como en tampón HEPES (pH 7,4). La cinética de liberación de DOXO se evaluó en 

diferentes periodos de tiempo hasta 75 minutos. Para cada tiempo de medida, las 

nanoformulaciones DOXO-mAb-BMNPs se recogieron mediante decantación magnética 

y se volvieron a suspender en tampón fresco para continuar con las siguientes medidas. 

La intensidad del campo magnético se controló manualmente para garantizar una 

temperatura constante de 43,0 ± 0,5 ºC. Paralelamente, con el objetivo de poder analizar 

de manera individual el efecto de la hipertermia magnética, se prepararon y procesaron 

las mismas muestras mantenidas en un baño termostatizado a 43 ºC. Se realizaron un total 

de 3 medidas por experimento. Los sobrenadantes obtenidos se analizaron mediante 

espectroscopía UV-vis (λ = 490 nm). 

5.9.2. Efecto de la hipertermia magnética en el recubrimiento lipídico 

de las nanopartículas 

El efecto de la hipertermia magnética en el recubrimiento lipídico de las 

nanopartículas magnéticas encapsuladas en magnetoliposomas se determinó mediante el 

análisis de micrografías de TEM. Las diferentes muestras de magnetoliposomas 

(concentración de [PC] = 6 mg/mL y una concentración de [Nanopartículas de magnetita] 

= 24 mg/mL) se sometieron a la aplicación de un AMF (f = 197 kHz, H0 = 3 – 12 kA / m) 

durante 1, 10 y 30 minutos. Posteriormente, una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, 

las muestras se prepararon y procesaron, tal y como se describe en el apartado 5.2.2. Las 

imágenes de TEM obtenidas se compararon con aquéllas procedentes de las muestras 

control (muestras de magnetoliposomas sin AMF aplicado).  

5.10. Tomografía de sonda atómica 

La caracterización a escala atómica de la composición química de los sólidos de 

magnetita se realizó empleado la novedosa técnica de tomografía de sonda atómica (APT 

del inglés Atom Probe Tomography), para identificar y cuantificar la presencia de 
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moléculas orgánicas en el interior de la red cristalina del mineral. Para ello, las muestras 

(denominadas “puntas de APT”) se fabricaron mediante la técnica de haz de iones 

focalizados (FIB del inglés Focused Ion Beam) descrita previamente en Thompson et al. 

2007. Las muestras se analizaron empleando un instrumento LEAP 5000XS (Cameca 

Instruments), equipado con un láser pulsado de fibra de picosegundos de 355 nm. Las 

muestras analizadas mediante esta metodología fueron las siguientes: magnetosomas 

purificados de la MTB Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 (Bazylinski et al. 

1994; Prozorov et al. 2014), MNPs (sintetizadas en ausencia de tampón carbonato), 

MNPs (sintetizadas en ausencia de tampón carbonato) lavadas con SDS, BMNPs, ML-

MNPs y ML- BMNPs. 

6. Estudios in vitro: cáncer 

6.1. Cultivos celulares 

6.1.1. HepG2 

Las células HepG2 (ATCC® HB-8065™) constituyen una línea celular derivada 

de hepatoblastoma humano. Las células se cultivaron en medio mínimo esencial de Eagle 

(MEM del inglés Minimum Essential Medium, Sigma Aldrich), suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (FBS del inglés Fetal Bovine Serum, Sigma Aldrich), 2 mM de L-

glutamina (Sigma Aldrich), 1% de aminoácidos no esenciales (Sigma Aldrich), 100 U/mL 

de penicilina (Sigma Aldrich) y 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich), a 37 °C 

con 5% de CO2. Las células se sub-cultivaron dos veces por semana, cuando presentaban 

una confluencia de 80-90%. 

6.1.2. HT-29 

Las células HT-29 (ATCC® HTB-38™) constituyen una línea celular derivada de 

adenocarcinoma colorrectal humano. Las células se cultivaron en medio MEM (Sigma 

Aldrich), suplementado con 10% de FBS (Sigma Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Sigma 

Aldrich), 1% de aminoácidos no esenciales (Sigma Aldrich), 100 U/mL de penicilina 

(Sigma Aldrich) y 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich), a 37 °C con 5% de 

CO2. Las células se sub-cultivaron dos veces por semana, cuando presentaban una 

confluencia de 80-90%. 
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6.2. Citotoxicidad y proliferación celular 

6.2.1. Ensayo colorimétrico mediante Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difenitetrazol (MTT) 

El ensayo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT, Sigma Aldrich) se basa en la reducción metabólica del compuesto 

MTT en un compuesto coloreado de color azul (formazán).  

Las células HepG2 se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células/pocillo) 

durante 24 horas a 37 ºC con 5% de CO2. A continuación, el medio se remplazó por 

diferentes concentraciones de Ff35 soluble (1, 5 y 10 μM, control positivo), BMNPs (300 

μg/mL) y Ff35-BMNPs (1 μM de Ff35 y 300 μg/mL de BMNPs), suspendidos en medio 

fresco. Las muestras se incubaron durante diferentes intervalos de tiempo hasta 48 horas.  

Las células HT-29 se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células/pocillo) 

durante 24 horas a 37 ºC con 5% de CO2. A continuación, el medio se remplazó por 

diferentes concentraciones de BMNPs (BM), MNPs (M), TBM, 60 TBM + 40 M y 25 

TBM + 75 M (150 y 300 μg/mL), suspendidos en medio fresco. Además, las células se 

incubaron con cantidades equimolares de DOXO soluble adsorbida a los nanosistemas 

(control positivo). Las muestras se incubaron durante 72 horas. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se evaluó la viabilidad celular mediante el 

ensayo colorimétrico MTT.  Para ello, se añadieron 20 μL de solución de MTT (a una 

concentración de 5 mg/mL disuelto en tampón fosfato) a cada pocillo y las placas se 

incubaron durante 1 hora a 37 °C. A continuación, los sobrenadantes eliminaron 

cuidadosamente y se añadieron 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) para disolver los 

cristales de formazán formados. La absorbancia se midió a λ = 570 nm utilizando el lector 

de multiplaca Sinergy HTX Microplate Reader (BioTek Instruments). Se realizaron un 

total de tres medidas independientes por experimento utilizando tres réplicas por cada 

muestra ensayada.  

En ambos casos, los valores de viabilidad obtenidos en los diferentes tratamientos 

se normalizaron con respecto a los valores de viabilidad de cultivos control de células no 

tratadas (100% de viabilidad).  



Materiales y métodos 

157 

 

6.2.2. Medida de la concentración media inhibitoria del crecimiento 

(GI50) 

La GI50 se define como la concentración de compuesto necesaria para detectar un 

50% de inhibición en la proliferación celular. Para su determinación, las células HepG2 

se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células/pocillo) durante 24 horas a 37 ºC con 

5% de CO2. A continuación, el medio se remplazó por diferentes concentraciones de Ff35 

soluble (0, 5 y 10 μM) y las muestras se incubaron durante diferentes intervalos de tiempo 

hasta 72 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se evaluó la viabilidad celular 

mediante el ensayo colorimétrico MTT descrito en el apartado 6.2.1. El cálculo de la GI50 

se realizó utilizando una curva de dosis-respuesta sigmoidea (programa ED50plus 1.0.) 

construida a partir de los datos de viabilidad obtenidos para las diferentes concentraciones 

del inhibidor.  

6.2.3. Estudio del efecto de la hipertermia magnética en la viabilidad 

celular 

Las células HepG2 se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células/pocillo) 

durante 24 horas a 37 ºC con 5% de CO2. A continuación, el medio se remplazó por 

diferentes concentraciones de BMNPs (300 μg/mL) y Ff35-BMNPs (1 μM de Ff35 y 300 

μg/mL de BMNPs), suspendidos en medio fresco. Las muestras se incubaron durante 24 

horas y, transcurrido el tiempo de incubación, se expusieron a un AMF (f = 197 kHz, H0 

= 21 kA / m) durante diferentes intervalos de tiempo hasta 3 horas.  

Las células HT-29 se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células/pocillo) 

durante 24 horas a 37 ºC con 5% de CO2. A continuación, el medio se remplazó por 

diferentes concentraciones de MNPs (M), TBM y 25 TBM + 75 M (300 μg/mL), 

suspendidos en medio fresco. Las muestras se incubaron durante 24 horas y, transcurrido 

el tiempo de incubación, se expusieron a un AMF (f = 197 kHz, H0 = 21 kA / m) durante 

2 horas. 

Finalmente, se evaluó el efecto de la hipertermia magnética en la viabilidad celular 

mediante el ensayo colorimétrico MTT descrito en el apartado 6.2.1.  En ambos casos, 

se realizaron un total de tres medidas independientes por experimento utilizando tres 

réplicas por cada muestra ensayada. 
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6.3. Estudio de la interacción celular de las formulaciones: 

internalización, mecanismo de acción y especificidad  

6.3.1. Internalización celular 

El estudio de la internalización celular de las nanopartículas y los nanosistemas se 

llevó a cabo mediante TEM. Para ello, las células HepG2 se sembraron en placas de 6 

pocillos (aproximadamente 106 células/pocillo) durante 24 horas a 37 ºC con 5% de CO2. 

A continuación, el medio se remplazó por diferentes concentraciones de BMNPs (300 

μg/mL) y Ff35-BMNPs (1 μM de Ff35 y 300 μg/mL de BMNPs) suspendidos en medio 

fresco, así como en el caso de los controles (células sin tratar), se reemplazó por medio 

fresco. Las muestras se incubaron durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, 

las células se lavaron cuidadosamente con tampón fosfato fresco, se tripsinizaron y 

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. El sedimento de células obtenido se fijó 

utilizando una mezcla compuesta por 2,5% de glutaraldehído y 2% de paraformaldehído 

disueltos en tampón cacodilato 0,05 M durante 4 horas a 4 ºC. Seguidamente, las células 

se lavaron tres veces con tampón cacodilato y se fijaron en una solución acuosa 

compuesta por 1% de OsO4 y 1% de ferrocianuro de potasio a durante 4 horas 4 ºC en 

oscuridad. Posteriormente, las células se sometieron a diferentes lavados secuenciales 

utilizando 15% de ácido tánico disuelto en tampón cacodilato, tampón cacodilato y, por 

último, agua. Las muestras se mantuvieron durante dos horas en una disolución 

compuesta por 2% de acetato de uranilo y, seguidamente, se lavaron abundantemente con 

agua. Tras esto, se procedió a la deshidratación de las muestras con soluciones crecientes 

de etanol (de 50% al 100%) a 4 ºC. Finalmente, las muestras se incluyeron en resina 

EMbed y el bloque de resina resultante se cortó en secciones ultra delgadas (de 50 a 70 

nm) con la ayuda de un ultramicrotomo Reichert Ultracut S. Las láminas obtenidas se 

depositaron sobre una rejilla de cobre de microscopía electrónica y se tiñeron con acetato 

de uranilo y con citrato de plomo. Las muestras preparadas se analizaron usando el 

microscopio electrónico LIBRA 120 PLUS. 

6.3.2. Inhibición del enzima colina quinasa α1 (ChoKα1) 

El efecto del quimioterápico Ff35 sobre el enzima colina quinasa α1 (ChoKα1) se 

evaluó utilizando el enzima ChoKα1 y siguiendo el protocolo descrito previamente por 

Schiaffino-Ortega et al. 2016. Este protocolo se basa en la determinación de la tasa de 
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incorporación de 14C procedente del compuesto (14C)-metil-colina en el compuesto 

fosfocolina, tanto en ausencia (control) como en presencia de diferentes concentraciones 

de inhibidor (Ff35). Para ello, se preparó el tampón de reacción (Tris 100 mM, MgCl2 10 

mM, ATP 10 mM, 20 ng de ChoKα1 purificada, pH 8,5) y la reacción se inició añadiendo 

1 mM de (14C)-metil-colina y se dejó incubar durante 10 minutos a 37 ºC. Posteriormente, 

el ensayo se detuvo mediante la inmersión de los tubos de reacción en agua hirviendo 

durante 3 minutos. Las alícuotas obtenidas se resolvieron por cromatografía en capa fina 

utilizando placas de sílice como soporte y como fase móvil el tampón compuesto por 

metanol / 0,6% NaCl / 28% NH4OH (Sigma Aldrich) en agua (50:50:5, v/v/v). Además, 

como control, se resolvieron en paralelo estándares sintéticos de fosfocolina (0,1 mg) y 

colina (0,1 mg). Finalmente, la fosfocolina se visualizó bajo exposición al vapor de yodo 

y los puntos correspondientes se rasparon y transfirieron a viales de centelleo para medir 

la radiactividad utilizando un contador de centelleo líquido Beckman 6000-TA 

(Beckman). El cálculo de las concentraciones medias inhibitorias IC50 se realizó 

utilizando una curva de dosis-respuesta sigmoidea (programa ED50plus 1.0.) construida 

a partir de los datos de porcentaje de actividad enzimática obtenidos para las diferentes 

concentraciones del inhibidor. 

6.3.3. Inhibición de la absorción celular de colina 

El efecto del quimioterápico Ff35 y del nanosistema Ff35-BMNPs sobre la toma 

de colina se evaluó utilizando el enzima ChoKα1 y siguiendo el protocolo descrito 

previamente por Jiménez-López et al. 2002. Para ello, las células HepG2 se sembraron a 

37 ºC en medio MEM que presentaba concentraciones de Ff35 soluble (0,5 y 1 μM), 

BMNPs (300 μg/mL) y Ff35-BMNPs (0,5 μM de Ff35 y 150 μg/mL de BMNPs o 1 μM 

de Ff35 y 300 μg/mL de BMNPs). Las muestras se incubaron durante diferentes 

intervalos de tiempo hasta 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, las células se 

expusieron inmediatamente después a un pulso de (14C)-metil-colina (16 µM, 31 Ci / mol 

por pocillo) durante 5 minutos a 37 °C. Para detener la incorporación de colina, los 

sobrenadantes se eliminaron cuidadosamente y las células se lavaron dos veces con 

tampón fosfato frío que contenía colina 580 µM. Finalmente, las células se solubilizaron 

en NaOH 0.1 N y se tomaron alícuotas para determinar la cantidad total de colina 

radiomarcada absorbida mediante la técnica de centelleo líquido utilizando un contador 

Beckman 6000-TA (Beckman). 
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7. Estudios in vitro: enfermedades infecciosas 

7.1. Cepas y condiciones de cultivo 

Las bacterias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa PAO1, Klebsiella 

pneumoniae LMG20218 y Escherichia coli LMG15862 y las bacterias Gram-positivas E. 

faecalis S-47 (Gálvez et al. 1989), E. faecium LMG 16003 and Staphylococcus aureus 

CECT 239 se cultivaron a 37 ºC en medio Caldo Tripticaseína de Soja (TSB, VWR) o en 

Agar Tripticaseína de Soja (TSA, 2 % agar).  

7.2. Citotoxicidad in vitro en cultivos plantónicos 

7.2.1. Determinación de la actividad antibacteriana a largo plazo 

El estudio de la actividad antimicrobiana de las muestras y condiciones detalladas 

en la Tabla 9, se efectuó tal y como se describe a continuación, utilizando las cepas 

bacterianas enumeradas en el apartado 7.1.  

Para su desarrollo, se partió de un cultivo crecido durante toda la noche en medio 

TSA para la preparación de una suspensión de NaCl estéril al 0.9%, cuya turbidez se 

ajustó a 0,5 de la escala de McFarland. Dicha suspensión se diluyó 100 veces en medio 

TSB y se incubó en paralelo a 37 ºC y 45 ºC en TSB sin BMNPs (Culture37 y Culture45, 

respectivamente) y con 10 mg/mL de BMNPs a 37 y 45 ºC (BMNP37 y BMNP45, 

respectivamente). Además, esta suspensión bacteriana se mezcló con 10 mg/mL de 

BMNPs y se expuso a un AMF para alcanzar una temperatura de 45 ºC, temperatura a la 

cual se mantuvo durante todo el experimento (BMNP + AMF). Todas las condiciones 

descritas anteriormente se utilizaron como controles de crecimiento.  

Las suspensiones bacterianas se trataron con 10 mg/mL de AS-48-BMNPs y se 

incubaron a 37 ºC (AS-48-BMNP37) o a 45 ºC (AS-48-BMNP37). Por último, otra alícuota 

de la suspensión bacteriana tratada con 10 mg/mL de AS-48-BMNPS se expuso a un 

AMF para alcanzar una temperatura de 45 ºC, temperatura a la cual se mantuvo durante 

todo el transcurso del experimento (AS-48-BMNP + AMF).  

Por otro lado, se utilizó una cámara termográfica FLIR 60 (FLIR Systems) para la 

realización de la medida de la temperatura alcanzada por las nanopartículas y los 
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nanosistemas en aquellas suspensiones expuestas a un AMF (f = 140 kHz, H0 = 22 kA / 

m). Dicha cámara presenta una resolución IR de 320 x 240 píxeles y una sensibilidad 

térmica de < 0.045 °C. 

Tabla 9. Descripción y nomenclatura de las condiciones ensayadas en los experimentos 

de citotoxicidad en cultivos plantónicos. 

Nomenclatura Descripción 

Culture37 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB (T = 37 ºC) 

Culture45 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB (T = 45 ºC) 

BMNP37 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de BMNPs (T = 37 ºC) 

BMNP45 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de BMNPs (T = 45 ºC) 

BMNP + AMF Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de BMNPs expuesta a AMF (T = 45 ºC) 

AS-48-BMNP37 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de AS-48-BMNPs (T = 37 ºC) 

AS-48-BMNP45 Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de AS-48-BMNPs (T = 45 ºC) 

AS-48-BMNP + AMF Suspensión bacteriana diluida en medio TSB y mezclada 

con 10 mg/mL de AS-48-BMNPs expuesta a AMF  

(T = 45 ºC) 

 

En todas las condiciones ensayadas, los cultivos bacterianos se trataron durante 

90 minutos. Durante el desarrollo del experimento, se retiraron alícuotas de 10 uL en los 

intervalos de 0, 15, 30, 60 y 90 minutos. Estas muestras se diluyeron en NaCl estéril al 

0,9% y se sembraron en TSA por triplicado. Transcurridas 24 horas de incubación a 37 

ºC, se realizó el recuento de las colonias obtenidas. En todos los casos, se realizaron un 

total de, al menos, tres medidas independientes por experimento.  

7.2.2. Determinación del efecto de la hipertermia a corto plazo 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la hipertermia magnética sobre las bacterias 

Gram-negativas, se prepararon diferentes suspensiones de estas bacterias, tal y como se 

describe en el apartado 7.2.1., y se mezclaron con 10 mg/mL de BMNPs. Dichas mezclas 

se expusieron a un AMF (f = 140 kHz, H0 = 22 kA / m) durante 30 minutos. A 
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continuación, se añadieron de manera inmediata dos concentraciones diferentes de AS-

48 (5 y 50 μM) o medio TSB (utilizado como control negativo). Posteriormente, los 

cultivos se incubaron durante 5 minutos adicionales y se sembraron en placas de TSA. En 

todos los casos, se realizaron un total de tres medidas independientes por experimento. 

8. Análisis estadísticos 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se procesaron y analizaron 

mediante el estadístico ANOVA monofactorial o bifactorial, seguido de la realización de 

la prueba de Tuckey, Bonferroni y/o Scheffé para comparaciones múltiples entre grupos. 

Los análisis se realizaron utilizando los programas GraphPad Prism 5 (GraphPad) u 

Origin Pro8 (OriginLab). Las diferencias estadísticas entre los distintos experimentos se 

consideraron significativas cuando los valores de p fueron p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p 

< 0,001 (***) o p < 0,0001 (****). 
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Abstract 

Magnetite nanoparticles in the magnetosomes formed by magnetotactic bacteria present 

unique magnetic properties that make them the ideal nanoparticle with potential use in 

several biotechnological applications. These magnetoliposomes are organelles formed by 

crystals of magnetite (Fe3O4) or greigite (Fe3S4) surrounded by a lipid bilayer. However, 

scaling-up the production of these nanoparticles cannot be achieved currently because of 

the slow growth and the strict physiological characteristics of the magnetotactic bacteria. 

An alternative to solve this problem is the biomimetic approach, which involves the in 

vitro production of magnetite nanoparticles mediated by magnetosome membrane 

proteins, expressed as recombinant. MamC-mediated magnetite nanoparticles (BMNPs) 

have been recently proposed as some of the best biomimetic (magnetosome-like) 

nanoparticles for potential use in targeted drug delivery and hyperthermia treatments.  

However, the production of these crystals still needs to be scaled up. One of the critical 

steps in this scaling-up process is to find a method to keep the protein used as a template, 

MamC, fully functional over time, so that large amounts of protein could be purified at 
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once. Since it has been previously demonstrated that the function of MamC in producing 

nanoparticles with optimal conditions is strictly linked to its structure, much care needs 

to be paid to ensure that such a structure is not affected by the protein preservation 

method. In the present study, MamC was produced and preserved under different 

conditions (lyophilization, cryoconservation and refrigeration) for different time 

intervals. The efficiency of each preservation treatment was evaluated by studying MamC 

conformation and oligomerization state and by analyzing the biomimetic crystals formed 

in the presence of this specific protein. Among all the methodologies assayed, only 

cryopreservation was able to keep the correct MamC structure and oligomerization state 

and, therefore, its activity. 

Introduction 

One of the biomineralization processes that has emerged as highly interesting in 

the nanotechnological sector is magnetosome production by magnetotactic bacteria. 

These microorganisms are a heterogeneous group able to form magnetosomes, which are 

organelles consisting of magnetite (Fe3O4) or greigite (Fe3S4) crystals surrounded by a 

lipid bilayer.1–4 The crystals resulting from this genetically controlled process present 

magnetic, chemical, and physical features (narrow size distribution, high chemical purity, 

single magnetic domain and/or biocompatibility) that make them the ideal magnetic 

nanoparticle.5–7 Because of this, several studies have highlighted the potential of 

magnetosomes as, among other applications, contrast agents for magnetic resonance 

image (MRI),8,9 hyperthermia agents,10 drug delivery systems,9,11 DNA extraction 

reagents,12 biosensors12–14 and agents for cell separation.12 

However, one of the main drawbacks for the use of magnetosomes in 

biotechnology is the problem of producing them on a large scale, due to the slow growth 

conditioned by the strict physiological characteristics of magnetotactic bacteria.15 One of 

the alternatives to overpass this bottleneck is biomimetics, i.e., the in vitro production of 

magnetosome-like magnetic nanoparticles. This approach involves the use of 

magnetosome proteins, expressed as recombinant, that in vivo seem to control the size 

and morphology of the crystals for the in vitro production of magnetite nanoparticles. 

Some of the proteins used so far to more or less extent are Mms5, Mms6, Mms7, MamR, 

MamC, MamF, MamS and MmsF.16–24 One interesting feature common to all of them is 
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the presence of acidic regions with the potential to bind iron cations and mediate the 

formation of magnetite crystals through an ionotropic effect. In this context, much 

research has been done with Mms6,25–29 although other magnetosome proteins have been 

proposed to also mediate in vitro the formation of magnetite: MamC,19,30–32 MamP,33 and 

MmsF.21 Among them, MamC-mediated magnetite nanoparticles (BMNPs) are some of 

the largest superparamagnetic biomimetic magnetic nanoparticles that also present some 

of the largest magnetic moments per particle, which allows an efficient transport to the 

desired site following upon the application of an external magnetic field. They are 

cytocompatible, and MamC changes the surface charge of the nanoparticles, so that they 

can be functionalized by means of electrostatic interactions with different molecules, the 

loading and release of the relevant molecule being pH dependent.19,30,31,34  

Recent studies have demonstrated that MamC controls magnetite crystal shape 

and size by both ionotropic and template effects. On the one hand, the acidic regions 

located at MamC C-terminal and loop (residues Leu57 to Gly77) can bind iron cations 

and create local high supersaturation areas with respect to magnetite, thus favouring the 

nucleation of such a phase (ionotropic effect).19,35,36 On the other hand, Nudelman and 

co-workers31,32 as well as Lopez-Moreno and co-workers30 proposed a template effect 

based on the fact that the distance between two amino acids located at protein loop (Asp70 

and Glu66) is coincident with the distance between iron atomic planes in several 

magnetite faces.31,37 In fact, Nudelman and colleagues32 demonstrated that, if the structure 

of MamC is somehow altered, the resulting BMNPs are indistinguishable from those 

produced in the absence of the protein.  

Despite the advantages highlighted for these novel BMNPs, their scaled-up 

production is still not optimized. One of the bottlenecks in this process is the need to 

obtain MamC as recombinant protein every time a new batch of BMNPs is required. 

Indeed, obtaining these BMNPs would be much more effective if MamC could be 

massively produced and then efficiently and safely stored. Proteins, like any other 

biological reagent, are sensitive to rough handling. The extent of storage is remarkably 

variable and depends on the properties of the protein and the storage conditions. 

Therefore, finding an appropriate method to store massive amounts of MamC while 

keeping it functional is crucial to potentially use these BMNPs as biotechnological tools 

as an alternative to magnetosomes. In the present study, several conventional protein 

preservation methods (lyophilization, cryoconservation and refrigeration) were tested and 
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the adequacy of each one was evaluated by analyzing MamC conformation and 

oligomerization state as well as the morphology and size of the biomimetic crystals 

obtained in its presence. 

Experimental Section 

Expression and Purification of MamC Protein 

MamC was expressed and purified as a recombinant protein following the 

protocol described by Valverde-Tercedor and colleagues.19 Escherichia coli TOP10 cells 

were grown in 750 mL of LB broth supplemented with ampicillin (0.05 mg/mL, Sigma-

Aldrich) until an optical density at 600 nm of 0.6 was obtained. Then, protein expression 

was induced by adding isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at a final 

concentration of 2 mM for 5 h at 37 ºC. Cells were harvested by centrifugation (4650 g 

for 15 min at 4 °C), resuspended in guanidinium lysis buffer (guanidinium hydrochloride 

6 M, sodium phosphate 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.8), disrupted by sonication and 

ultracentrifuged (75600 g for 30 min at 4 °C). Protein purification was carried out by 

using a HiTrap chelating HP column (GE Healthcare) and an ÄKTA Prime Plus FPLC 

System (GE Healthcare). Fractions containing the protein were dialyzed against 1 L of 

denaturing buffer A (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, urea 6 M, pH 8.5) and diluted stepwise 

with buffer B (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8.5) every 5 h. Finally, the eluate was 

dialyzed overnight against buffer B. 

MamC Conservation Methods 

After purification, three conservation methods were evaluated: lyophilization, 

cryoconservation and refrigeration. Data obtained from these experiments were compared 

to those in which a sample of fresh, just purified, MamC was used (here referred as MamC 

control). The protocol to preserve MamC by the three different conservation methods 

listed above is as follows: (1) for lyophilization, MamC aliquots were frozen in liquid N2 

and then lyophilized for 12 h. After lyophilization, the MamC powder was stored at 4 °C. 

These samples are here referred as MamC Lyo. (2) For cryoconservation, MamC aliquots 

were frozen in liquid N2 and then stored at -80 °C straightaway. These samples are here 

referred as MamC N2. (3) For the refrigeration method, MamC aliquots were stored at 4 

°C for 15, 30, and 60 days. These samples are here referred as MamC 15 days, MamC 30 

days and MamC 60 days, respectively. 
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Analysis of MamC Conformation and Aggregation State 

The refolding state of MamC was analyzed using circular dichroism (CD). CD 

analyses were carried out by using a JASCO J-715 spectropolarimeter (JASCO, Japan) 

equipped with a Peltier-based temperature control module. The temperature was set to 25 

°C for all samples tested. Far-UV spectra (190−260 nm) were recorded using a 0.1 cm 

path length cuvette and the following parameters: step resolution of 2 nm, response of 1 

s, bandwidth of 2 nm, scan rate of 100 nm/min, and five accumulations. A blank spectrum 

of the protein buffer (buffer B) was also recorder in the far-UV ranges to correct for 

background effects. Dynamic light scattering (DLS) measurements were recorded with a 

DynaPro MS-X instrument (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, USA) also 

equipped with a Peltier-based temperature control element, using a thermostated 30 µL 

quartz cuvette. The temperature was set to 25 ºC for all measurements. DLS data were 

acquired every five seconds until saturation of the signal. Dynamics v6 software was used 

for data collecting and processing to obtain the particle size distribution of each protein 

sample.   

Biomineralization Experiments 

All reagents used in the biomineralization experiments were purchased from 

Sigma-Aldrich. Stock solutions of NaOH (1 M), Fe(ClO4)2 (0.5 M), FeCl3 (1 M), and 

NaHCO3/Na2CO3 (0.15 M/0.15 M) were prepared using deoxygenated water. The 

deoxygenation process was carried out by boiling nanopurified water for 1 h and then 

cooling in an ice bath while continuously sparging with ultrapure N2. After that, the 

solution was immediately placed inside an anaerobic chamber (Coy Laboratory Products, 

Grass Lake, MI) filled with 4% H2 under an N2 atmosphere. The stock solution of MamC 

was also deoxygenated with ultrapure N2. Magnetite precipitation experiments were 

carried out in the anaerobic chamber following the protocol described by Perez-Gonzalez 

and colleagues38 to avoid a potential oxidation of the product. The final reaction mixture 

from which magnetite precipitated was 12.5 mM NaOH, 2.78 mM Fe(ClO4)2, 5.56 mM 

FeCl3, and 3.5 mM NaHCO3/3.5 mM Na2CO3. The protein was added to this reaction 

mixture to a final concentration of 10 µg/mL. Each experiment was run inside the 

anaerobic chamber for 30 days, and afterward, the particles were concentrated with a 

magnet and the clean supernatant was discarded. Then, deoxygenated Milli-Q water was 

added, the particles were resuspended and magnetically concentrated again, and the 
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supernatant was discarded. This rinsing procedure was repeated three times. Finally, the 

particles were concentrated in 1-2 mL of oxygen-free Milli-Q water, hermetically sealed, 

and stored at 20 °C inside the anaerobic chamber until its analysis.  

Analysis of the Precipitates 

Both the morphology and the size of the precipitates were studied by transmission 

electron microscopy (TEM, LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss SMT electron microscope, 

Germany). Magnetic nanoparticles were resuspended in ethanol and embedded in Embed 

812 resin. Ultrathin sections (50–70 nm) were prepared using a Reichert Ultracut S 

microtome (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), and after that, those sections 

were deposited onto copper grids. The size of the crystals was measured by using the 

ImageJ v1.47 computer program, and the size distribution curves were determined from 

those measurements by using the Origin pro v9 analysis software. To ensure the 

reproducibility of these results, the sizes were evaluated on multiple images with an 

excess of 1000 nanoparticles measured for each experiment. In addition, statistical 

significance of the results obtained was tested using a Tukey test with a fixed value of α 

< 0.05. 

Results and Discussion 

Protein purification was evaluated by electrophoresis. The purity grade was higher 

than 95% and was similar to that obtained previously by Lopez-Moreno and colleagues30 

and Valverde-Tercedor and colleagues19 (Figure S1). Circular dichroism spectra of all 

samples (Figure 1) show that MamC retains its native secondary structure conformation 

in all cases, irrespective of the selected preservation method; moreover, it is nearly 

identical with that of the MamC control. In particular, there is a minimum at 220-222 nm 

typical of an α-helical conformation. This conformation is consistent with the predicted 

model structure of MamC, in which the protein displays two transmembrane helices 

connected by a loop that adopts an α-helix structure.36 

However, DLS analysis shows different states of protein aggregation (Figure 2). 

In the case of MamC control and MamC N2 protein samples, 90% of the observed species 

display sizes of 3-5 nm and only a low percentage (~10%) shows larger sizes (15-25 nm). 

With respect to MamC Lyo experiments, these species fall within the range of 15-25 nm. 
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Finally, in the case of the refrigeration conservation method, the detected species are 

larger than those from MamC control sample. In fact, 90% of the particles display sizes 

of 6-10 nm and a low percentage (~10%) show larger sizes (15-25 nm). 

 

Figure 1. Circular dichroism spectra of MamC purified and conserved at different 

methods (lyophilization, cryoconservation, and refrigeration). 

 

Figure 2. Dynamic light scattering diagrams of the size and percentage of MamC protein 

particles. 

TEM images of the magnetite crystals obtained in the presence of the different 

types of MamC samples show differences in size and morphology in comparison to those 

crystals obtained from the MamC control experiments (Figures 3 and 4). Magnetite 
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nanoparticles resulting from MamC control experiments display well-faceted faces with 

rhombic, rectangular and square two-dimensional morphologies and an average size of 

36 ± 8 nm. These particles exhibit sizes within the range 10-70 nm, most in the size range 

of 30-40 nm. Magnetite nanoparticles obtained in the presence of MamC Lyo show well-

defined faces, but these particles are smaller with an average size of 16 ± 7 nm. This size 

is similar to those displayed by crystals resulted from free-protein experiments.19,30  

Identically, nanoparticles obtained in the presence of MamC N2 display sizes equal to 

those of magnetite crystals obtained in the presence of MamC control. In particular, the 

size of these particles is within the 10-70 nm range, with most of them around 30-40 nm, 

showing an average size of 37 ± 8 nm. Statistical analysis (Figure 5 and Table S1) reveals 

that there are no significant differences between this average size and that exhibited by 

magnetites formed in the presence of MamC control.  

 

Figure 3. TEM images of biomimetic magnetite nanoparticles obtained in the presence 

of MamC conserved by different methods (lyophilization, cryoconservation, and 

refrigeration). 

In contrast, magnetite crystals formed in the presence of MamC 15 days, MamC 

30 days, and MamC 60 days show morphologies similar to that exposed by crystals 

formed in the presence of MamC control. However, the former crystals are smaller than 
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those obtained in the presence of MamC control (30 ± 7, 30 ± 6 and 28 ± 6 nm, 

respectively). Although these differences are not significant among them, they are 

significant in comparison to the MamC control experiment.  

 

Figure 4. Size distribution of biomimetic magnetite nanoparticles obtained in the 

presence of MamC conserved by different methods (lyophilization, cryoconservation, and 

refrigeration). 

 

Figure 5. Histogram analyses and size distribution box plot. The blue square refers to the 

mean ± standard deviation (SD) of nanoparticles obtained in a control experiment. 

Differences in the MamC mediation on crystal formation can be related to changes 

in the aggregation state of MamC that occur during the preservation process, as our results 
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indicate (Figure 2), which is also consistent with the results of Lopez-Moreno and 

colleagues.30 This is important because the different aggregation states could affect (or 

even suppress) the template effect exerted by MamC on magnetite nucleation and growth 

in different ways: (1) by varying the spatial orientation of the acidic residues Glu66 and 

Asp70, (2) by hiding these residues, and/or (3) by avoiding the loop interaction with 

magnetite surface by steric impediments. Previously, Nudelman and co-workers31,32 and 

Lopez-Moreno and colleagues30 demonstrated the importance of conserving the spatial 

orientation of Glu66 and Asp70, since these two residues should be within a distance of 

8 Å to allow the template effect exerted by MamC during the processes of magnetite 

nucleation and growth. In fact, it has been demonstrated that those MamC peptides that 

expose an Asp70-Glu66 distance similar to but different from 8 Å are not able to interact 

with magnetite and, therefore, they do not form the characteristic crystals of MamC32.  

DLS analysis (Figure 2) shows different protein aggregation states depending on 

the preservation method used. Following the study by Wilkins and colleagues39 and 

considering a globular shape for monomeric MamC protein (as a simple model, 

previously proposed by Lopez-Moreno and co-workers30), the hydrodynamic radius 

varies from 2 nm in a compact conformation to 3.6 nm in an extended conformation. 

According to that, protein species with hydrodynamic radii of 3-5, 6-10 and 15-25 nm 

can be considered as monomers, dimers, and trimers, respectively. Those protein species 

observed when cryoconservation was used as a storage method are mainly monomers, 

similarly to what was found with the MamC control sample. It is precisely in the presence 

of these samples in which the largest crystals precipitated. These results are in agreement 

with the conclusions of Lopez-Moreno and co-workers30 who observed that larger 

crystals are formed when MamC protein is in a monomeric active state. In this state, the 

protein displays the optimal functional folding for magnetite precipitation exposing the 

acidic amino acids Glu66 and Asp70 correctly as well as exhibiting an extended surface 

involved in magnetite formation. As a consequence, this preservation method was able to 

keep the correct MamC conformation and aggregation state. The cryoconservation 

method has been proposed by other authors40,41 as a good alternative for the long-term 

storage of proteins, since the application of rapid cooling rates decreases protein stress.42 

The case for MamC Lyo is different. Crystals formed in the presence of this 

protein were the smallest observed (16 ± 7 nm; Figure 5). DLS analysis of MamC Lyo 

revealed that the protein was aggregated, forming trimers. Probably, in this aggregation 
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state, the MamC loop environment is compromised and, therefore, the template role 

exerted by MamC on magnetite nucleation and growth is suppressed. Lyophilization has 

also been proposed as a good alternative for improving protein stability on long-term 

storage.43 However, several parts of the process (freezing, primary drying and secondary 

drying) could induce protein stress. In fact, several authors have observed that events such 

as solute concentration occurring during the process of lyophilization facilitate second-

order reactions, including the formation of ice crystals, pH shifts, protein aggregation, 

and even structural changes.41,43–45 Among these processes, special attention should be 

paid to the secondary drying process. Different from the primary drying in which the 

frozen water of the buffer is eliminated, it is the remaining water strongly bonded to the 

protein that is removed in the secondary drying process. Therefore, the elimination of 

those structural water molecules could modify reversibly or irreversibly the native state 

of the protein, causing denaturation, altering the protein native conformation, or even 

giving rise to aggregation.43,44 As shown by DLS experiments (Figure 2) the refolding of 

the protein after lyophilization produces a shift in the aggregation state toward a trimeric 

state which is not able to form magnetites with a size comparable to that resulting from 

the MamC control experiments.  

In the context of the refrigeration method, most of the protein species found were 

aggregates, essentially as dimers (Figure 2). However, although the magnetite particles 

obtained using that dimeric protein were larger than those obtained in the presence of the 

Lyo sample, they were smaller than those obtained using MamC N2 and MamC control 

samples. These results show that in the dimeric state the environment of the MamC loop 

that allows MamC to mediate by templating magnetite nucleation and growth is partially 

compromised. This is consistent with previous studies in which MamC protein was 

refolded in the presence of dodecyl β-D-maltopyranoside (DDM) detergent, forming 

dimers, which lead to larger magnetite nanoparticles in comparison to those obtained 

from the protein-free experiment.30 Nevertheless, the size of the magnetite particles 

produced in the presence of the MamC refrigerated samples decreases with the 

refrigeration time, as a result of an increase in the oligomerization state of the protein 

over time and, therefore, a subsequent loss of its biological activity. Consequently, the 

refrigeration method is only valid for short-term storage if the protein is stored without a 

stabilizer, which is in agreement with the conclusions drawn from other studies.46 Hence, 

the lack of that stabilizer and the highly hydrophobic nature of the MamC transmembrane 
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protein caused the MamC monomers to aggregate with time, possibly through their 

hydrophobic transmembrane helices. In fact, our results show that the number of protein 

aggregates increased with time, possibly compromising MamC loop environment and 

inactivating some of the former extended surfaces for the template effect. As a 

consequence, refrigeration is a not an option to preserve MamC, due to the progressive 

loss of the functional aggregation state.   

The results from these experiments are then summarized in Figure 6. MamC is a 

transmembrane protein, and in aqueous solution, the trend is to shield the hydrophobic 

amino acids present in its structure. The protein exists in equilibrium among different 

association states that vary from monomeric to trimeric (Figures 2 and 6). The use of one 

or another preservation method determines a shift among the different association states. 

Therefore, while during cryoconservation the protein exposes a monomeric state, during 

the lyophilization process, probably due to the different dehydration steps (steps I and II), 

an equilibrium displacement occurs toward the inactive trimeric species. In the case of 

refrigeration at 4 °C, the protein shifts from a monomeric initial state to a dimeric state 

over time and, finally, to a trimeric state, which seems to be the most stable association 

state for MamC in an aqueous medium in the absence of any detergent/stabilizer. 

Different processes occurring in the refrigeration and lyophilization methods induce 

different states of association of the protein, and this fact is related to the hydrophobicity 

of MamC. At 4 °C, MamC mainly dimerizes with time, while it trimerizes following 

lyophilization. Those hydrophobic solvent-exposed residues of the protein promote a self-

rearrangement of the water molecules around them in highly ordered structures known as 

clathrates. Despite the high and negative enthalpy associated with the establishment of 

the multiple hydrogen bonds supporting these structures, they are essentially unstable, 

since a high and negative entropic contribution counteracts that high enthalpy term. The 

system therefore evolves, promoting the protein self-association and freeing these water 

molecules up to the bulk of the solvent, making the overall entropy of the system high 

and positive. At 25 ºC, the thermal energy of the system is higher than at 4 ºC and, 

therefore, it is much easier to disrupt that hydrogen bond framework supporting those 

clathrate structures, liberating all those water molecules and letting the protein to 

oligomerize to a dimeric state. Lyophilized protein that is further rehydrated will be in a 

condition of nonordered water and high salt concentration that may trigger the 

aggregation of the protein to a higher oligomeric state (trimers). All these oligomerization 
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processes seem to be kinetically controlled, the conservation method at 4 °C being the 

slowest of all of them. Due to that, this method allows the existence of an equilibrium 

among all possible association states.  

 

Figure 6. Schematic representation of the evolution of the oligomerization state of MamC 

protein as a function of the different preservation methods used. 

Conclusions 

The present study demonstrates that among all preservation methodologies tested, 

cryoconservation using liquid nitrogen was the only effective approach to safely store 

MamC to retain a correct, fully functional structure as well as to keep the protein 

aggregation state active and monomeric. Both lyophilization and refrigeration, either 

directly or indirectly, triggered changes in both the structure and the aggregation state of 

MamC. Therefore, the present study offers experimental evidence of the necessary 

process to follow in the process of scaling up the production of biomimetic magnetic 

nanoparticles by eliminating one of the bottlenecks of the process.   
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Supporting Information 

Table S1. ANOVA test of magnetite nanoparticles. The difference between averages is 

significant when α<0.05. 

Samples Probability Alpha Significance 

MamC Control MamC Lyo 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Control MamC N2 0.97553 0.05 0 

MamC Control MamC 15 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Control MamC 30 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Control MamC 60 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Lyo MamC N2 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Lyo MamC 15 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Lyo MamC 30 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC Lyo MamC 60 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC N2 MamC 15 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC N2 MamC 30 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC N2 MamC 60 days 4.44089 · 10-16 0.05 1 

MamC 15 days MamC 30 days 0.99999 0.05 0 

MamC 15 days MamC 60 days 9.95903· 10-11 0.05 1 

MamC 30 days MamC 60 days 2.15415· 10-10 0.05 1 

     

 

Figure S1. SDS-PAGE  gel  stained  with  Coomassie  Brilliant  Blue  R250  of  purified  

MamC  protein (17.4 kDa).  (Lane 1-9) Protein fractions obtained after purification 

process and (Lane D) protein fraction obtained after the refolding process. 
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Abstract 

Magnetite nanoparticles (MNPs) are being used in a number of nanotechnological 

applications, especially biomedical, both in diagnosis and in therapeutics such as 

hyperthermia agents and as drug nanocarriers for targeted chemotherapy. However, the 

development of efficient methodologies to produce novel MNPs with the specific 

requirements needed for biomedical applications is still challenging. In this context, 

biomimetic approaches taking use of magnetosome proteins expressed as recombinant 

and/or polyamino acids are becoming of great interest. In fact, these protocols give rise 

to magnetite nanoparticles of adequate size, magnetic properties and surface 

functionalization that make them compatible for biomedical applications. In this respect, 

herein we show for the first time that lysine (Lys), unlike other amino acids like arginine 

(Arg), is able to exert a control over the size of MNPs produced in water and at room 

temperature. This control occurs through the stabilization of the magnetite nuclei by the 

lateral ammonium group of Lys. The strength of such stabilization allows a further release 
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of these previously bonded nuclei to allow the further growth of the larger ones, thus 

resulting in larger crystals compared to those obtained by using Arg or no amino acids at 

all. MNPs obtained by the mediation of this amino acid are fairly large (30 nm) while 

being superparamagnetic at room temperature. They present an isoelectric point of 4, 

which may allow the coupling/release of these MNPs to other molecules based on 

electrostatic interaction, a large magnetic moment per particle and high magnetization 

saturation. This study highlights the effects that biological additives have in the process 

of magnetite biomineralization and goes along the line of previous reports using 

magnetosome proteins and polyamino acids.  

Introduction 

Nanoparticles have proven to be efficient multifunctional devices for targeted 

chemotherapy that can simultaneously carry different type of molecules such as drugs, 

peptides and antibodies.1,2 Among them, magnetic nanoparticles (MNPs), especially 

magnetite (Fe3O4), display further intrinsic properties, since they can be manipulated by 

external magnetic fields toward the target3–6 and/or they can mediate hyperthermia 

(through alternating magnetic field) that induces apoptosis in tumor cells.7,8 MNPs have 

been also used in many other fields besides oncology, such as in magnetic resonance 

imaging (MRI),9  tissue engineering and cell replacement therapy,10 cell tracking and 

bioseparation,11 and DNA isolation and purification.12  

Other than being biocompatible, certain specifications are important for the 

nanocarrier. One of them is size, which, for superparamagnetic pure crystalline magnetite 

determines the magnetic moment per particle that, in turn, turns on how efficiently the 

nanoparticle responds to an external magnetic field during the guiding process and/or 

when trying to be concentrated at the target site.5,13,14 For in vivo biomedical applications, 

it has been shown that MNPs of sizes smaller than 150 nm are required to be able to reach 

the target by means of the EPR effect.15 It is also important that the MNPs are 

superparamagnetic at room temperature and above; i.e., at this temperature, they should 

behave as nonmagnetic in the absence of an external magnetic field, thus preventing 

aggregation, but, once a magnetic field is applied, they must respond efficiently. That 

allows their use in clinics, as they could be injected intravenously and then guided and/or 

concentrated at the target site by using external magnets. Size is also important when 
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hyperthermia treatments are in play, as the heating power generated per particle unit mass 

upon application of an alternating external magnetic field is directly related to the amount 

of iron in the nanoparticles.1,2,8 In this context, using MNPs with the adequate size (< 150 

nm) to be able to efficiently raise the temperature is crucial because it would allow one 

to reduce the MNPs doses.  

Finally, another important requirement for biomedical MNPs is that they should 

provide at their surface functional groups (i.e., carboxylic acids) capable of promoting 

stable colloidal suspensions and favoring the electrostatic coupling/release of relevant 

molecules based on external stimuli, such as changes in the environmental pH.16,17  

MNPs are generally produced by two different strategies: (i) coprecipitation of 

iron salts in basic aqueous media, being then stabilized by biocompatible 

surfactants/polymers, and (ii) thermal decomposition of organometallic precursors in 

high-boiling nonpolar organic solvents at elevated temperatures (∼200–360 °C), which 

allows a great control of the size of the MNPs, their monodispersity and uniformity.17 

However, thermal decomposition methods have some drawbacks, associated with the use 

of high temperature and organic solvents and the generation of a significant amount of 

toxic byproducts.2,18,19 Fortunately, MNPs can also be obtained by green methods, that is, 

water as a reaction media and at room temperature. Among the green methods, the 

aqueous coprecipitation is one of the most preferred for the production of MNPs, since it 

is cost- and time-effective, scalable for industrial applications and eco-friendly. However, 

the control of the size of the MNPs by this method and, thus, the magnetic properties is 

limited. MNPs resulting from coprecipitation at room temperature are highly polydisperse 

with an average crystal size ranging from 5 to 20 nm and lack functionalizable surfaces 

and many of them are too small to display a large magnetic moment per particle.1,5,17 

Therefore, there is still a need for novel aqueous coprecipitation methods that allow the 

tuning of the particle size and magnetic properties and provide the nanoparticles with 

modified surfaces that allow functionalization.  

In this context, a promising alternative is the biomimetic green approach, which 

makes use of bacterial magnetosome proteins (MAPs), or quimera containing the relevant 

peptides, as additives to control the size of the crystals.20–25 The ability of some of these 

MAPs, expressed as recombinant proteins, to in vitro control magnetite nucleation and/or 

crystal growth has been shown by several authors. In this context, much work has been 
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done by using Mms6 (either full length expressed as recombinant protein or synthetic 

peptides) from Magnetospirillum magneticum AMB-1.22,26,27 MamC from 

Magnetococcus marinus MC-120,25 and MmsF from M. magneticum AMB-128 have also 

been studied, although in a much less extent. The studies mentioned above, among others, 

have demonstrated that the C-terminal of Mms6 from AMB-1 controls the size and 

morphology of in vitro synthesized magnetite. Acidic amino acids are claimed to be 

responsible for such a control through iron binding. Different is the case of MamC, as not 

only an ionotropic effect but also a template effect have been claimed to explain the role 

of this protein in the nucleation and growth of magnetite in vitro.23, 24  

Bioinspired approaches using polyamino acids as additives, instead of proteins, 

have also shown an effect in the morphology, size, aggregation and magnetic properties 

of the resulting MNPs.26,29–31 In fact, it has been proven that changing the proportion of 

amino acids composition of the polyamino acid backbones fine tunes the size and 

properties of the resulting MNPs.29  

In this scenario, we focused our attention on the possibility of using simple amino 

acids as biological additives to produce MNPs under bioinspired conditions and to test if 

they were able to modify the size and properties of the resulting crystals. Although in the 

literature there are protocols that use amino acids as additive to obtain MNPs, these 

protocols are based on direct aqueous coprecipitation following by a thermal treatment in 

which the period of incubation of the amino acids with the iron salts is short. These 

protocols have shown the adsorption of the amino acids over the MNPs but an influence 

on the size of the MNPs has not been reported.32–35 Nevertheless, in the present 

manuscript we have followed an approach previously developed to produce biomimetic 

magnetite nanoparticles mediated by MamC in which the additives and the inorganic salts 

are incubated for a month.25 Of all known accessible amino acids, we selected specifically 

Lys and Arg based on the following criteria:  

(1) On one hand, these two amino acids have a pKa2 close to pH 9 (Lys 9.04, Arg 

8.95), which is the pH of our mineralization experiments. This means, that at pH 9, both 

amino acids are zwitterionic, having the α-amino group neutral, the carboxylic group 

anionic and the amine (Lys) and guanidine (Arg) lateral groups cationic. At this pH, both 

amino acids could interact weakly with iron cations using both the amine, in its neutral 

state, and the anionic carboxylic group. This type of interaction is known as “glycine-like 
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coordination type” and has been previously described for the formation of metal 

complexes of amino acids in water.36–38 If this would be the case, both amino acids could 

have the possibility to remove iron cations from the system modifying the supersaturation 

of the system with respect to magnetite, which, in turn, would affect the size of the 

resulting MNPs.  

(2) On the other hand, these two amino acids, at a pH value of 9, have a positively 

charged lateral group. The ammonium group, in the case of Lys, and the guanidinium 

group, in the case of Arg, could interact electrostatically with the negatively charged iron 

(oxyhydr)oxide crystal surface, and therefore, they could also modify the properties of 

the resulting MNPs. The effects of the positive groups in the final properties of MNPs 

have already been proven and reported for the case of polylysine29 and polyarginine.31  

In the present manuscript, the production of MNPs mediated by Lys and Arg is 

explored to provide novel magnetic nanoparticles. 

Experimental Section 

Materials 

All reagents used in the biomineralization experiments were purchased from 

Sigma-Aldrich including L-lysine hydrochloride, ref W384712, and L-arginine 

monohydrochloride, ref A5131. The deoxygenated water used in these experiments was 

prepared by boiling nanopurified water for 1 h and then cooling in an ice bath while 

continuously sparging with ultrapure N2. After that, it was immediately placed inside an 

anaerobic chamber (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI) filled with 4% H2 in N2, 

and used to prepare the stock solutions: NaHCO3/Na2CO3 (0.15 M/0.15 M), NaOH (1 M), 

Fe(ClO4)2 (0.5 M), and FeCl3 (1 M).  

Precipitation of Inorganic Magnetite 

Experiments were carried out in an anaerobic COY chamber to avoid potential 

oxidation of the product. Inorganic magnetite was precipitated from solutions in free-drift 

experiments held at 25 °C and 1 atm total pressure, following the protocol described by 

Perez-Gonzalez et al.39 Magnetite synthesis was produced after mixing the stock solutions 

to a final concentration of Fe(ClO4)2 (2.78 mM), FeCl3 (5.56 mM) and NaHCO3/Na2CO3 
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(3.5 mM/3.5 mM). NaOH was used to reach a pH value of 9. This is here referred to as 

the master solution for magnetite precipitation. For comparison, experiments were also 

run at pH values ranging from 7 to 11 following an identical precipitation protocol. 

Preparation of Magnetite in the Presence of Amino Acids 

Solid amino acids were accurately weighted, deoxygenated by blowing argon and 

immediately placed in the COY chamber where a stock solution for each one of the three 

concentrations used per amino acid was prepared: 0.2, 4 and 20 mM of Lys or Arg. To 

prepare 10 mL of reaction final volume, 5 mL of each amino acid stock solution was 

mixed with the solution for magnetite precipitation to reach the final concentration of the 

master solution, here referred as Lys or Arg0.1-MNP, Lys or Arg2-MNP, and Lys or 

Arg10-MNP, respectively. In any case the concentrations of the amino acids did not 

modify the pH of the medium that remained always constant at pH = 9 throughout the 

whole incubation period of 30 days. An inorganic (amino acid-free) experiment was used 

as control (here referred as MNP-control).  

The reaction was allowed to proceed for 30 days. After that, magnetic solids were 

magnetically concentrated and the clear supernatants were removed. Samples were taken 

from this supernatant, centrifuged and no noticeable pellet formed. TEM images of non-

washed and washed samples are virtually identical showing no evidence of magnetic 

materials. The magnet was removed and the solids were resuspended in deoxygenated 

water, concentrated again with the magnet, and the clear supernatant discarded. Solids 

from each experiment were washed three times this way. 

Analyses of the Precipitates 

Powder samples of the precipitates were analyzed with an Xpert Pro X-ray 

diffractometer (PANalytical; The Netherlands) using the Cu Kα radiation, with the scan 

range set from 20 to 60° in 2θ (0.01°/step; 3 s per step). Identification of the precipitates 

was performed by using the XPowder software. 

The synthesized magnetic powders were dehydrated with ethanol and embedded 

in Embed 812 resin. Ultrathin sections (50−70 nm) were prepared using a Reichert 

Ultracut S microtome (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) after which the 

sections were deposited onto 300-mesh copper grids. The morphology and particle size 

of synthesized nanocrystals were analyzed by TEM (LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss, 
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Germany) and by high resolution TEM (HRTEM, FEI TITAN G2, The Netherlands). The 

size of the crystals was measured from TEM images using ImageJ 1.47 software, and size 

distribution curves and statistical analyses were determined from these measurements 

using Origin pro 9. To ensure reproducibility of results, a minimum of 1000 particles per 

sample were measured manually on the TEM images on crystals in which the borders 

were clearly visualized, discarding those that were aggregated and in which the borders 

were not evident. 

The surface charge of magnetite nanoparticles was evaluated by measuring the -

potential at different pHs using a Nano Zs, Zetasizer Instrument (Malvern). For this aim, 

both MNP-control nanoparticles and Lys and Arg-mediated nanoparticles were 

suspended in 10 mM solutions of NaClO4. Then, for each of the magnetite nanoparticles, 

in order to determine their isoelectric point, the pH of the suspensions was adjusted at the 

specific pH value (from 3 to 8) by using 0.1 M solutions of NaOH or HCl. Measurements, 

in triplicate for each sample, were carried out at 25 C using disposable plastic cuvettes.  

The thermograms of the magnetite nanoparticles were recorder on a METTLER-

TOLEDO TGA/DSC1. Approximately 10 mg of sample were placed on a TGA cell and 

subject to decomposition by heating the sample to 900 ºC at a constant rate of 10 ºC/min 

under nitrogen atmosphere. 

Zero-field cooling (ZFC-W) and field cooling (FC-C) measurements were carried 

out by using a superconducting quantum interference device (SQUID) 5 T magnetometer 

(Quantum Design MPMS XL, USA). Under gentle argon flow, a given amount of each 

specimen powder was placed in a double-walled polycarbonate capsule. The samples 

were immediately cooled in a zero applied field to 5 K to preserve randomized 

magnetization of the nanocrystals, after which a 500 Oe magnetic field was applied and 

samples were heated up to 300 K and then from 300 K without turning the field off. To 

allow comparison among the different complexes, the M(T) curves were normalized by 

the amount (g) of each sample analyzed and by the magnetization value of the specific 

sample at 300 K. Hysteresis cycles were run at 5 and 300 K. No distinction between the 

terms of “superparamagnetic” or “single magnetic domain” will be done in this work. 

Blocking temperature (TB) was determined as that at which the maximum in 

magnetization occurred in ZFC curves while irreversibility temperature (Tirr), was such 
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temperature below the ‘‘blocking’’ of the superparamagnetic particles which are no 

longer thermally equilibrated. 

Adsorption of Lys and Arg on Previously Formed MNPs 

A concentration of 0.3 mg/mL of previously synthesized MNPs were added with 

either Lys (10 mM) or Arg (10 mM) and the reaction was kept for 24 h. Then after, the 

MNPs were magnetically concentrated and rinsed just as explained above. The solids 

were measured by TGA following an identical procedure as stated above.   

Results and Discussion 

The solids formed in all mineralization experiments were identified as being > 

95% magnetite. TEM analysis of the magnetite particles produced in the MNP-control 

experiments (Figure 1) were isomorphs showing an average crystal size of 17 ± 7 nm. As 

the concentration of Lys in the experiments increased from 0.1 mM to 10 mM, the average 

crystal size also increased from 21 ± 7 to 29 ± 7 nm (Figure 2), being these differences 

statistically significant according to the ANOVA tests. Moreover, not only was the 

average size was higher but also better-defined crystal faces were observed (Figure 2, 

parts 2C and E) in magnetites collected from Lys-bearing experiments, where rhombic 

and hexagonal two-dimensional morphologies were displayed. On the contrary, when Arg 

was used as additive, no effect was observed on the size and morphology of the 

nanoparticles under any Arg concentration tested (MNPs of 16 ± 7, 17 ± 6 and 19 ± 6 nm 

for [Arg] = 0.1, 2, and 10 mM respectively), being this size not statistically different from 

that of the nanoparticles from the MNP-control experiment (Figure 3). This result shows 

that Lys is able to modify the size of MNPs while Arg is not.  

Many surfaces could serve as sites for magnetite nucleation especially if 

electrostatic interactions between negatively charged functional groups and Fe cations 

and/or between positively charged functional groups and negatively charged mineral 

surfaces are at play. The study of Bereczk-Tompa et al.40 highlights this fact and goes 

deeper into magnetite nucleation demonstrating that iron binding by negatively charged 

amino acids (in extended surfaces) is a less specific process than the binding of previously 

formed nuclei, suggesting that magnetite nucleation under their conditions occurs by 

charge accumulation (ionotropic effect). Although this seems to be the case for other 
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protein mediated magnetite nanoparticles,20 our observations suggest that in the case of 

Lys- and Arg-mediated magnetite nucleation, the ionotropic effect by iron binding might 

not be the key role controlling magnetite nucleation, but instead nuclei stabilization by 

the basic lateral chain of these amino acids.  

 

Figure 1. TEM images (A) and size distribution (B) of MNP-control. Scale-bar 

corresponds to 200 nm. 

As we have stated in the introduction, these two amino acids could influence the 

process of magnetite mineralization by two different mechanisms of action. On one hand, 

they could sequester iron cations through the formation of iron complexes between the α-

amine and the carboxylic groups. Our calculations of ΔG for the water-ligand exchange 

reaction between Fe(H2O)6 and Lys or Arg show that both reactions are essentially 

isoenergetic meaning that the ΔG for the complexation of both amino acids to iron cations 

is virtually identical (see Supporting Information). This process, therefore, cannot 

account for the differences observed on the magnetite mediated by these amino acids. 

  On the other hand, Lys and Arg could exert a stabilization effect over the 

magnetite nuclei mediated by their cationic lateral groups. In fact, while the hydrated 

surface of magnetite remain basically uncharged at physiological pH as a consequence of 

the dominant neutral surface species ≡Fe(II,III)OH at this pH (eq. 1), as pH value 

increases, Fe(II,III)OH becomes dominant, and, at even higher pH values (as occurs under 

the condition at which our magnetite forms), the dominant species are Fe(II,III)O-, being, 

in these conditions, the surface of magnetite negatively charged:41  

≡Fe(II,III)OH2+ ̶ H+    →   ≡Fe(II,III)OH ̶ H+  →   ≡Fe(II,III)O-       pH iep  ~7            (1) 
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Figure 2. TEM images and size distribution of (A, B) Lys0.1-MNP, (C, D) Lys2-MNP, and 

(E, F) Lys10-MNP. Scale-bar corresponds to 200 nm. (G) Size distribution box plot. 

Statistical significance of alterations from Lys-bearing experiments among themselves and 

compared to the MNP-control was tested using the ANOVA test (P < 0.006). Dots represent 

the average size; box represent the average ± standard deviation and bars represent the 

minimum and maximum values. 

In fact, TGA data of our experiments of incubation of Lys and Arg with previously 

formed MNPs show that Lys and Arg are adsorbed on the MNPs to a degree that is 

comparable to that measured in the MNPs that were synthesized in the presence of those 

amino acids (see Supporting Information; MNPs incubated with Lys and Arg showed 7.6 

and 8.0 wt% loss, respectively) (Figure S2, Supporting Information). These results 

suggest that Lys and Arg, in the biomineralization experiments, are not being 

incorporated into the magnetite crystals but rather are exerting a surface interaction with 

the nuclei, as previous experiments are showing.   
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Figure 3. TEM images and size distribution of (A, B) Arg0.1-MNP, (C, D) Arg2-MNP, and 

(E, F) Arg10-MNP. Scale-bar corresponds to 200 nm. (G) Size distribution box plot. 

Statistical significance of alterations from Arg-bearing experiments among themselves and 

compared to the MNP-control was tested using the ANOVA test (P < 0.006). Dots represent 

the average size; box represent the average ± standard deviation and bars represent the 

minimum and maximum values. 

Nevertheless, since the basicity of the ammonium group of Lys is significantly 

lower than that of the guanidinium group of the Arg, the electrostatic stabilization of the 

nuclei using these two amino acid is expected to be different. Moreover, it is also known 

that the guanidinium group of Arg is also able to form stable H-bonds with oxyanions 

groups.42–44 Such a binding of previously formed nuclei may also determine the kinetics 

of crystal growth based on the strength of the binding, as it may allow or not, the 

subsequent release of the previously attached smaller nuclei to allow the growth of larger 

ones. Particularly, in our closed Fe-limited system, these Arg- strongly stabilized nuclei 
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do, probably, not re-dissolve easily in the time scale of the mineralization experiment and, 

therefore, the resulting crystals would have a size similar (or even smaller) compared to 

that of the crystals already formed by a direct coprecipitation in the absence of any amino 

acid, which is actually what we observe in our experiments. On the contrary, the weaker 

stabilization effect mediated by lysine could, probably, make it possible the re-dissolution 

of smaller nuclei in favor of the larger ones as the supersaturation of the system decreases 

during the time scale of the experiment. 

To study how the pH of the media can modulate the effects of the amino acids in 

the magnetite mineralization, we have performed experiments at pH of 7, 8, 10, and 11 

using Lys and Arg at 10 mM concentration. At pH = 7 and 8, in both cases, we did not 

observe the formation of magnetite; instead, goethite was the main mineral phase of the 

solid. Therefore, these experiments were not further considered. On the contrary, at pH = 

10 and 11, MNPs of smaller sizes than those obtained at pH 9 were formed in the presence 

of Lys (16 ± 4 and 15 ± 4 nm respectively, Figure S1, Supporting Information). This result 

reinforces again the key role that the lateral ammonium group is playing in stabilizing 

and releasing the magnetite nuclei at the specific pH = 9. At higher pH this group becomes 

neutral and can no longer interact with the magnetite nuclei and therefore cannot interfere 

in the re-dissolution-mineralization process. Moreover, as the ammonium group becomes 

neutral it turns into a primary amine that can also interact with iron cations favoring the 

formation of a greater number of nuclei that no longer are stabilized, ending up in MNPs 

of smaller sizes.  

On the contrary, MNPs formed at higher pH values in the case of Arg were only 

slightly smaller (differences not significant) than those formed at pH value of 9 (Figure 

S1, Supporting Information). This result also points to the key role that lateral chain plays, 

since, as occurs at pH = 9, at pH values of 10 and 11 the guanidinium lateral group is still 

positively charged, thus behaving identically within this pH interval.  

Moreover, in all cases, TGA analyses show that the MNPs formed in the presence 

of both Lys and Arg have greater wt% losses compared to those of MNPs formed in the 

absence of any amino acid (Figure 4), thus indicating their adsorption of these 

nanoparticles. In fact, wt% losses of Lys0.1-MNP, Lys2-MNP and Lys10-MNP, Arg2-

MNP and Arg10-MNP were 7.0, 6.3 (6.4 for Arg2-MNP), and 7.4 (7.5 for Arg10-MNP) 

wt% respectively at 600 ºC vs 4.7 wt% loss of MNPs control crystals, the latter due to 
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water release (Figure 4). These results show that both amino acids adsorb on the surface 

of the MNPs at all concentrations, reaching a maximum of 2.7-2.8 wt% adsorbed on the 

MNPs. The small differences on the amount of Lys and Arg adsorbed on the surface of 

the MNPs in the whole range of concentrations tested suggest that at some point, these 

amino acids saturate the surface of the MNPs and no significant further adsorption occurs, 

which is in agreement with a previous report.45 These results are in line with those 

observed by other authors on MamC adsorption/incorporation on biomimetic magnetite 

nanoparticles.46 As in this previous study, such a strong adsorption of amino acids on 

MNPs surface should have changed their surface properties with respect to those of the 

MNPs control. 

To test that, the electrophoretic mobility measurements and -potential 

determinations were performed (Figure 5). The -potential of all the samples from the 

Lys-bearing experiments showed that magnetite nanoparticles were negatively charged 

at pH 7.4 (-20 to -31 mV), displaying the isoelectric point (iep) at a pH value of ~ 4 (with 

slight differences between samples), in contrast with that of the magnetite nanoparticles 

from the MNP-control experiment, in which the iep occurred at a pH of 7 (Figure 5). 

Similarly, the -potential of all the Arg samples also showed that the particles were 

strongly negatively charged at pH 7.4 (~ -20 mV), displaying the iep at a pH value of ~ 

3.5 (Figure 5). Therefore, while TGA data demonstrates that both amino acids interact 

with magnetite, -potential shows that such an interaction is probably through the basic 

amino acids with then expose the negatively charged groups, turning magnetite surface 

negatively charged. In fact, the negative values of -potential of the MNPs at pH values 

above 4 suggest that Lys and Arg are interacting with the surface of the MNPs through 

their cationic groups, thus exposing the carboxylic groups to the aqueous medium, which 

reinforces our statement of the role of the lateral group of Lys and Arg controlling the 

nucleation and growth of magnetite. Therefore, our results show that the nucleation of 

magnetite in vitro in the presence of Lys and Arg is controlled by the electrostatic 

interaction between the positively charged lateral group (ammonium group, in the case of 

Lys, and guanidinium group, in the case of Arg) and the negatively charged magnetite 

nuclei. Such an interaction modifies the kinetics of growth and results in the attachment 

of the amino acid to the magnetite nanoparticles, as shown by TGA and -potential data. 

As the supersaturation of the system decreases, and following an Ostwald step rule, the 

smaller nuclei dissolve in favor of the larger ones. However, in the presence of amino 
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acids, these nuclei are stabilized by the amino acids, and are not free to dissolve. Only in 

the case of Lys, in which the interaction between its ammonium group and the surface of 

the nuclei is weaker than that between the guanidinium group and the surface of 

magnetite, do the previously stabilized smaller nuclei dissolve, thus resulting in the 

formation of larger magnetite crystals.  

 

Figure 4. TGA analyses of the magnetites precipitated in the MNP-control experiment, 

Lys, and Arg-bearing experiments. 

By exposing the COO- to the aqueous medium, the nanoparticle is strongly 

negatively charged at physiological pH values (-30 mV) and this is important for several 

reasons. On one hand, because it may improve the colloidal stability of the nanoparticles 

by favouring electrostatic repulsion among them.47 On the other hand, it provides 

functional groups that might be used for further coupling of these nanoparticles with other 

molecules based on electrostatic interactions, as occurs with other biomimetic MNPs.46,48  

Moreover, since Lys and Arg-bearing magnetite crystals become uncharged at acidic pH 

values, the release of the coupled molecules is expected to occur in response to changes 

in the environmental pH values toward acidic values, which occurs naturally in, for 

instance, tumor tissues. This opens the door for the potential applications of these 

nanoparticles as drug carriers for a targeted chemotherapy. The negatively charged 

surface is also important to minimize the potential interaction of these MNPs with plasma 

and blood cells, also negatively charged, favouring their circulation through the 

bloodstream.49 
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Figure 5. ς-potential of the magnetites precipitated in the MNP-control experiment and

Lys and Arg-bearing experiments. 

Since the size of the MNPs changed in the presence of Lys, the magnetic 

properties of these magnetites were determined by means of the zero field cooling-field 

cooling (ZFC-FC) curves and the hysteresis cycle and compared with the results obtained 

for Arg10-MNP. ZFC-FC curves at 500 Oe show differences between the different 

magnetic nanoparticles (Figure 6A). The slowest increase in magnetization was found in 

Lys10-MNP while the faster increase occurred in MNP-control experiment. In fact, the 

blocking temperature (TB) was 103 K for MNP-control, 270 K for Lys2-MNP, and 280 

K for Lys10-MNP and Arg10-MNP. According to Prozorov et al.,5 this slow 

magnetization increase and higher TB is consistent with particles with high crystallinity 

and a large magnetic moment per particle in the case of Lys-bearing magnetites, 

particularly Lys10-MNP nanoparticles. The hysteresis loop of MNP-control and those 

from Lys- and Arg-bearing experiments shows a typical ferromagnetic behaviour at 5 K 

while, at 300 K, these nanoparticles show zero coercivity, which indicates their 

superparamagnetic character (Figure 6B). All these findings are important. On one hand, 

the higher TB of Lys-bearing nanoparticles indicates larger crystals resulting from the 

mediation of Lys, which is in accordance with TEM observations (Figure 2). However, 

once an external magnetic field is applied, the MNPs respond efficiently, displaying a 

relatively high magnetization value (Figure 6). The magnetization saturation (Ms) for 

MNP-control and Lys-bearing MNPs at 300 K is comparable, being 67 emu/g for Lys10-

MNP and 70 emu/g for MNP-control and Lys2-MNP. The slight decrease of Ms for 

Lys10-MNP is probably due to a shielding of the magnetic core by the amino acid coating. 

The much lower Ms values for Arg10-MNPs are notable, which could also be associated 
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with the shielding of the magnetic core and to the small sizes of the MNPs resulting from 

these experiments. Ms values reported in the literature range from 83 to 92 emu/g for 

MNPs of sizes ranging from 12 to 45 nm and synthesized at high temperatures and in the 

presence of organic solvents.50,51  The slightly lower magnetization of our MNPs 

compared to those of the literature could be due to the fact that at lower temperatures, 

monodispersity cannot be as well controlled as it is at higher temperatures, and some 

aggregation of MNPs may occur.52  

Finally, the quality and morphology of the MNPs grown in the presence of Lys 

was determine by HR-TEM. These magnetite crystals displayed well-defined 2-D shapes 

such as hexagons and rhombs bounded by (111) crystal faces (Figure 7). In some cases, 

rounded corners were detected that can correspond to incipient (110) crystal faces, but in 

most cases, samples contained well-faceted crystals of very homogeneous size. Fast 

Fourier transform (FFT) images of the samples also demonstrated that the particles were 

single crystals of magnetite (Figure 7 detail), in line with that determined by XRD.  
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Figure 6. (A) ZFC-FC and (B) hysteresis cycles of MNP-control, Lys2-MNP, Lys10-

MNP, and Arg10-MNP. 

 

Figure 7. HR-TEM analyses of the crystal growth in the presence of Lys (Lys0.1-MNP) 

and Fast Fourier transform (FFT) (detail). 

Conclusions 

In conclusion, in the present work we have studied the influence of Lys and Arg 

in the process of magnetite mineralization under bioinspired conditions. In both cases, 

magnetite crystals with well-defined morphologies have been obtained, displaying sizes 

that comprise values from 10 to 20 nm (similar to those of the inorganic control) when 

the MNPs were produced in the presence of Arg, while most of the magnetic nanoparticles 

had a larger size (20-40 nm) when the MNPs were produced in the presence of 10 mM of 

Lys. These amino acids adsorbed on the MNPs significantly changing the surface 

properties of the MNPs. In this context, MNPs coated with Lys and Arg are negatively 

charged at physiological pH (7.4) having iep at pH values close to 4 vs MNPs control that 

have an iep close to 7. These results show that the amino acids are interacting with the 

lateral positive groups to the surface of the magnetite exposing the negative carboxylic 
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groups to the water media. Presumably, these MNPs negatively charged at physiological 

pH are more biocompatible, since their plasma half-life is probably increased and might 

also have applications as drug delivery agents in which the drug release could be pH-

dependent.  Remarkably, we have shown that increasing amounts of Lys, on the contrary 

to Arg, are able to exert a control over the size of the resulting MNPs. The different basic 

and structural characters between the ammonium group of Lys and the guanidinium group 

of the Arg imply a different degree of stabilization of the preformed nuclei that, in the 

time scale of the mineralization experiment, could evolve differently, ending up in 

magnetite crystals of different sizes.  Finally, Lys-bearing MNPs are superparamagnetic 

at room temperature and present a large magnetic moment per particle and high 

magnetization saturation values, properties that make them attractive for targeted-drug 

delivery and hyperthermia treatments.  
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Supporting Information 

Theoretical Calculations 

DFT theoretical calculations were performed with Gaussian 09.S1 The calculations 

were carried out at the UB3LYP/6-311++G(d,p) level using an ultra-fine integration 

grid.S2 The calculations were done in water using the polarizable continuum model with 

the integral equation formalism (IEFPCM) included in Gaussian 09.S3 Frequency 

calculations were performed to confirm the optimized structures corresponded to an 

energy minimum.  

Gibbs Free Energy (ΔG) for the water-ligand exchange reactions between lysine 

(Lys) or arginine (Arg) and hexacoordinated Fe(H2O)2+ complexes to form the 

corresponding amino acid complexes (Scheme S1) were calculated as the difference 

between the calculated G values for products and reactants.S4 A bidentate coordination 

mode was considered for the amino acids. High and low spin systems were calculated, 

being the high spin complexes more stable. The side chains of the amino acids have been 

considered in its protonated state. Counterions were not included in the calculations. The 

calculated ΔG values are shown in Table S1. 

 

Figure S1. . Water-ligand exchange reactions studied. 

Table S1. Calculated ΔG for the water-ligand exchange reaction between Fe(H2O)6 and 

Lys or Arg  ΔGr = G(Fe(H2O)4L) + 2G(H2O) – G(Fe(H2O)6) – G(L) 
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 Complex ΔG (kcal/mol) 

Low spin 
[Fe(H2O)4Lys]2+ –34.264 

[Fe(H2O)4Arg]2+ –34.617 

High spin 
[Fe(H2O)4Lys]2+ –25.961 

[Fe(H2O)4Arg]2+ –25.369 

 

The structure, atomic coordinates and energy values obtained for the different species are 

shown in Tables S2-S10. C–H hydrogen atoms are omitted for clarity in the structures. 

Color code: C: gray, O: red, N: blue, H: white, Fe: orange. 

 

Table S2. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of H2O 

 

Atom X Y Z 

O 0 0 0.117975 

H 0 0.762116 -0.471901 

H 0 -0.762116 -0.471901 

 

Charge = 0; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.021198 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.024034 

Thermal correction to Enthalpy = 0.024978 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.003548 

Sum of electronic and zero-point Energies = –76.445281 

Sum of electronic and thermal Energies = –76.442445 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –76.441501 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –76.462930 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 

 

210 

 

Table S3. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of lysine 

 

Atom X Y Z 

N 2.668532 1.649845 -0.163466 

H 3.611451 1.357628 0.079018 

C 1.748119 0.584619 0.279607 

H 1.624488 0.603053 1.377166 

C 0.363538 0.798730 -0.349275 

C 2.404342 -0.799747 -0.017662 

H 0.165028 1.877806 -0.360490 

H 0.390180 0.474409 -1.395088 

C -0.783837 0.099201 0.386392 

O 3.655236 -0.855727 0.143707 

O 1.655224 -1.751374 -0.353157 

H -0.581189 -0.973638 0.422757 

H -0.819565 0.457154 1.423005 

C -2.143335 0.348935 -0.280169 

H -2.344154 1.425355 -0.323222 

H -2.117597 -0.016338 -1.313032 

C -3.263911 -0.349367 0.476783 

H -3.118837 -1.428447 0.512999 

H -3.366782 0.026077 1.494283 

N -4.603803 -0.126771 -0.191258 

H -4.604344 -0.475640 -1.152794 

H -5.356329 -0.605676 0.308541 

H -4.844568 0.866776 -0.225950 

H 2.475938 2.512541 0.337405 

 

Charge = 0; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.212795 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.224693 

Thermal correction to Enthalpy = 0.225637 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.172944 

Sum of electronic and zero-point Energies = –496.984339 

Sum of electronic and thermal Energies = –496.972441 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –496.971497 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –497.024190 
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Table S4. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of arginine.  

 

Atom X Y Z 

N -3.514084 1.572901 -0.225098 

H -4.439587 1.189383 -0.397165 

C -2.540650 0.480952 -0.416061 

H -2.409069 0.252943 -1.488665 

C -1.174321 0.902172 0.143332 

C -3.131553 -0.827878 0.196401 

H -1.014163 1.955191 -0.118843 

H -1.203926 0.850363 1.236611 

C 0.000478 0.077309 -0.390563 

O -4.370356 -0.995516 0.024418 

O -2.345400 -1.621590 0.771920 

H -0.166338 -0.975503 -0.152101 

H 0.049524 0.170757 -1.481937 

C 1.330248 0.532115 0.206572 

H 1.520499 1.579666 -0.048579 

H 1.297980 0.442629 1.297429 

N 2.426188 -0.297377 -0.316980 

H 2.173949 -1.070750 -0.915489 

C 3.716665 -0.135355 -0.032889 

N 4.108393 0.827407 0.806548 

N 4.635183 -0.927278 -0.604689 

H 3.442889 1.436339 1.253187 

H 5.085514 0.999040 0.982869 

H 4.356084 -1.695034 -1.194624 

H 5.594221 -0.913140 -0.295726 

H -3.356492 2.309513 -0.906892 

 

Charge = 0; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.220079 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.234945 

Thermal correction to Enthalpy = 0.235889 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.176481 

Sum of electronic and zero-point Energies = –606.542084 

Sum of electronic and thermal Energies = –606.527218 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –606.526274 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –606.585682 
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Table S5. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)6]
2+ (low 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe -0.000005 -0.000032 0.000001 

O -1.658853 0.354011 1.091271 

H -2.355307 -0.312184 1.010632 

O -1.159792 -1.255944 -1.070012 

H -1.377635 -1.082285 -1.995227 

O 0.532791 -1.631925 1.058362 

H 1.455182 -1.905573 0.960876 

O 1.159719 1.255880 1.070024 

H 0.931247 2.192916 0.999418 

O -0.532710 1.632014 -1.058325 

H -0.302515 1.732429 -1.991381 

O 1.658893 -0.353997 -1.091297 

H 1.608976 -0.603413 -2.023419 

H 1.377597 1.082493 1.995281 

H 0.302492 -1.732413 1.991371 

H -1.608985 0.603459 2.023384 

H -1.455086 1.905719 -0.960730 

H -0.931397 -2.193019 -0.999673 

H 2.355180 0.312385 -1.010727 

 

Charge = 2; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.155028 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.170344 

Thermal correction to Enthalpy = 0.171288 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.116755 

Sum of electronic and zero-point Energies = –1722.107703 

Sum of electronic and thermal Energies = –1722.092387 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –1722.091443 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –1722.145976 
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Table S6. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)6]
2+ (high 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe 0.000359 0.000251 0.000437 

O -1.224889 0.294087 -1.711231 

H -2.114144 0.667458 -1.664620 

O -1.804394 0.148464 1.171246 

H -2.470669 -0.545760 1.246608 

O 0.239010 2.124976 0.198819 

H 0.836238 2.489092 0.864785 

O 1.803126 -0.146786 -1.172308 

H 1.907858 -0.728612 -1.935194 

O -0.239610 -2.124388 -0.199830 

H -0.245444 -2.731607 0.551194 

O 1.225215 -0.296359 1.711705 

H 0.922276 -0.379404 2.624558 

H 2.473014 0.544142 -1.245657 

H 0.247352 2.730877 -0.553195 

H -0.921545 0.375555 -2.624097 

H -0.839653 -2.486960 -0.864083 

H -1.907251 0.727192 1.936754 

H 2.114971 -0.668451 1.664357 

 

Charge = 2; multiplicity = 5; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.146198 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.166239 

Thermal correction to Enthalpy = 0.167184 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.097658 

Sum of electronic and zero-point Energies = –1722.157720 

Sum of electronic and thermal Energies = – 1722.137678 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = – 1722.136734 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –1722.206260 
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Table S7. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)4Lys]2+ (low 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe -2.338856 -0.133723 -0.011427 

O -3.541135 -1.802894 0.034416 

H -3.363950 -2.575460 -0.516479 

O -2.365320 -0.255653 2.023937 

H -1.729140 0.241159 2.553248 

O -4.110052 0.894400 0.196681 

H -4.295732 1.533071 -0.503896 

O -2.588411 0.169372 -2.014590 

H -1.991101 0.834455 -2.382565 

H -4.206133 1.365559 1.034572 

H -2.443780 -1.133053 2.420185 

H -4.478173 -1.591898 -0.076465 

H -2.639763 -0.551512 -2.655183 

C 0.071176 1.280352 0.039412 

O 0.900719 2.189159 -0.019315 

C 0.526750 -0.187538 0.221831 

H 0.613258 -0.338790 1.302831 

N -0.581983 -1.084994 -0.235129 

H -0.510233 -1.977784 0.249528 

H -0.445547 -1.304047 -1.221624 

C 1.873190 -0.531972 -0.433989 

H 1.922555 -1.621024 -0.545970 

H 1.903943 -0.107043 -1.443196 

C 3.093023 -0.066274 0.370357 

H 3.031844 1.012554 0.526852 

H 3.069755 -0.539229 1.359206 

C 4.412713 -0.415424 -0.329737 

H 4.466145 -1.495355 -0.506977 

H 4.450072 0.075957 -1.308091 

C 5.608000 0.022015 0.505437 

H 5.610757 1.096851 0.683176 

H 5.646729 -0.493817 1.464087 

N 6.910102 -0.291690 -0.196779 

H 6.983947 0.206721 -1.087093 

H 7.715437 -0.021654 0.372395 
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H 6.997674 -1.290979 -0.396631 

O -1.208835 1.453360 -0.001297 

 

Charge = 2; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.320648 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.343501 

Thermal correction to Enthalpy = 0.344445 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.270201 

Sum of electronic and zero-point Energies = –2066.248462 

Sum of electronic and thermal Energies = –2066.225610 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –2066.224665 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –2066.298909 

 

Table S8. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)4Lys]2+ (high 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe -2.384359 -0.068413 0.049958 

O -3.597188 -1.769825 -0.646445 

H -3.292518 -2.685641 -0.632634 

O -2.443011 -0.920924 2.087448 

H -2.365077 -0.349715 2.861717 

O -4.363835 0.757766 0.462919 

H -4.692710 1.389070 -0.189643 

O -2.949741 0.741662 -1.988084 

H -2.411380 1.460903 -2.341418 

H -4.679932 1.047254 1.327416 

H -1.995948 -1.746099 2.312567 

H -4.511570 -1.777168 -0.334797 

H -3.069468 0.112070 -2.710013 

C 0.182951 1.251341 0.259109 

O 1.018822 2.150407 0.330733 

C 0.631483 -0.227706 0.121321 

H 0.698991 -0.601229 1.149500 

N -0.464370 -1.003094 -0.525926 

H -0.360487 -1.989760 -0.301839 

H -0.373245 -0.938935 -1.538720 
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C 1.991077 -0.426318 -0.568483 

H 2.053781 -1.475701 -0.877833 

H 2.024692 0.176134 -1.483019 

C 3.201575 -0.103056 0.315965 

H 3.153287 0.942979 0.624438 

H 3.153899 -0.711616 1.226821 

C 4.529614 -0.374106 -0.403497 

H 4.592718 -1.432406 -0.680758 

H 4.571363 0.207437 -1.330913 

C 5.714376 -0.006430 0.478868 

H 5.725820 1.054668 0.725374 

H 5.729628 -0.582704 1.403204 

N 7.025989 -0.291927 -0.217660 

H 7.114991 0.243926 -1.084441 

H 7.823562 -0.050026 0.374518 

H 7.114159 -1.281598 -0.460150 

O -1.096174 1.434626 0.334319 

 

Charge = 2; multiplicity = 5; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.314421 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.340348 

Thermal correction to Enthalpy = 0.341292 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.256752 

Sum of electronic and zero-point Energies = –2066.288292 

Sum of electronic and thermal Energies = –2066.262365 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –2066.261421 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –2066.345961 

 

Table S9. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)4Arg]2+ (low 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe -2.997023 -0.112716 0.048541 

O -4.210041 -1.559759 0.866568 

H -4.022750 -2.501295 0.764285 

O -3.056140 0.746728 1.895889 

H -2.407642 1.415472 2.148877 
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O -4.761379 0.889165 -0.293014 

H -4.927556 1.119886 -1.216236 

O -3.209320 -0.803495 -1.860888 

H -2.592175 -0.404305 -2.488641 

H -4.867173 1.701011 0.219863 

H -3.168891 0.156999 2.652683 

H -5.144527 -1.437923 0.650249 

H -3.270561 -1.741788 -2.080753 

C -0.576561 1.148111 -0.555950 

O 0.261860 1.911087 -1.038003 

C -0.134234 -0.050352 0.317944 

H -0.051093 0.341166 1.337020 

N -1.246020 -1.053366 0.347037 

H -1.189417 -1.586984 1.212513 

H -1.098745 -1.733995 -0.397831 

C 1.207466 -0.683232 -0.081804 

H 1.256264 -1.676603 0.378003 

H 1.226311 -0.833084 -1.166738 

C 2.433826 0.123931 0.359243 

H 2.398847 1.118954 -0.087162 

H 2.413679 0.244318 1.448597 

C 3.729870 -0.577466 -0.043970 

H 3.765835 -1.581275 0.392428 

H 3.776289 -0.672786 -1.132789 

O -1.854341 1.285208 -0.685623 

C 6.155921 -0.047584 0.081435 

N 6.462578 -1.104328 -0.676261 

N 7.129087 0.775904 0.490675 

H 8.099975 0.541130 0.359871 

H 6.919364 1.607472 1.019259 

H 7.408758 -1.265742 -0.983349 

H 5.773025 -1.797120 -0.917278 

H 4.717927 0.955777 1.061276 

N 4.889215 0.200277 0.413260 

 

Charge = 2; multiplicity = 1; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.327436 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.353544 

Thermal correction to Enthalpy = 0.354488 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.272312 

Sum of electronic and zero-point Energies = –2175.805840 

Sum of electronic and thermal Energies = –2175.779732 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –2175.778788 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –2175.860964 
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Table S10. Atomic coordinates for the DFT optimized structure of [Fe(H2O)4Arg]2+ (high 

spin). 

 

Atom X Y Z 

Fe 3.058465 0.026522 0.045992 

O 4.243332 1.601705 1.024419 

H 4.050360 2.542689 0.928934 

O 3.169502 -0.930326 2.050201 

H 2.772606 -1.797536 2.198663 

O 5.010173 -0.884495 -0.250246 

H 5.406736 -0.882511 -1.130212 

O 3.570901 0.943634 -1.944504 

H 3.126120 0.542851 -2.702234 

H 5.285538 -1.697941 0.189780 

H 2.989074 -0.408300 2.841698 

H 5.203823 1.508721 0.980221 

H 3.541612 1.897311 -2.090870 

C 0.474304 -1.053122 -0.698057 

O -0.374479 -1.736071 -1.269121 

C 0.041175 0.072769 0.278798 

H -0.022393 -0.409557 1.260623 

N 1.138943 1.073976 0.380492 

H 1.067669 1.574057 1.263271 

H 1.027013 1.778019 -0.347354 

C -1.316294 0.715911 -0.050643 

H -1.372809 1.664036 0.495009 

H -1.348945 0.960914 -1.117879 

C -2.529425 -0.141997 0.326982 

H -2.492948 -1.087212 -0.216961 

H -2.494828 -0.369920 1.398497 

C -3.836657 0.582307 0.010761 

H -3.892447 1.521142 0.572005 

H -3.881252 0.815495 -1.057289 

O 1.751051 -1.225543 -0.811021 

C -6.256407 0.025608 0.096395 

N -6.574881 1.181400 -0.493547 

N -7.224100 -0.840683 0.425150 

H -8.187937 -0.650967 0.200800 

H -6.997278 -1.776837 0.721259 
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H -7.534899 1.413346 -0.693554 

H -5.888256 1.905061 -0.631193 

H -4.796496 -1.122890 0.862242 

N -4.983414 -0.267497 0.358693 

 

Charge = 2; multiplicity = 5; (0 imaginary frequencies) 

Zero-point correction = 0.321769 (Hartree/Particle) 

Thermal correction to Energy = 0.350612 

Thermal correction to Enthalpy = 0.351557 

Thermal correction to Gibbs Free Energy = 0.260381 

Sum of electronic and zero-point Energies = –2175.845123 

Sum of electronic and thermal Energies = –2175.816279 

Sum of electronic and thermal Enthalpies = –2175.815335 

Sum of electronic and thermal Free Energies = –2175.906510 

 

Biomineralization Experiments at pH = 10 and pH = 11 

 

Figure S1. Size distribution of magnetite nanoparticles in the presence of Lys 10 mM at 

pH = 10 (A) and pH = 11 (B).  Size distribution of magnetite nanoparticles in the presence 

of Arg 10 mM at pH = 10 (C) and pH = 11 (D). 
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TGA Experiments 

 

Figure S2. TGA analyses of the magnetites precipitated using previously formed MNP-

control particles incubated with Lys and Arg at 10 mM conc. during 24 h. 
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Abstract 

Choline kinase α1 (ChoKα1) has become an excellent antitumor target. Among all the 

inhibitors synthetized, the new compound Ff35 shows an excellent capacity to inhibit 

ChoKα1 activity. However, soluble Ff35 is also capable of inhibiting choline uptake, 

making the inhibitor not selective for ChoKα1. In this study, we designed a new protocol 

with the aim of disentangling whether the Ff35 biological action is due to the inhibition 

of the enzyme and/or to the choline uptake. Moreover, we offer an alternative to avoid 

the inhibition of choline uptake caused by Ff35, since the coupling of Ff35 to novel 

biomimetic magnetic nanoparticles (BMNPs) allows it to enter the cell through 

endocytosis without interacting with the choline transporter. This opens the possibility of 

a clinical use of Ff35. Our results indicate that Ff35-BMNPs nanoassemblies increase the 

selectivity of Ff35 and have an antiproliferative effect. In addition, we demonstrate the 

effectiveness of the tandem Ff35-BMNPs and hyperthermia. 

Introduction 

Chemoresistance to cancer is a major concern [1,2] that has prompted the 

development of new effective therapies. Among then, those that affect lipid metabolism, 

whose alteration occurs in many types of cancer [3,4], have gained great attention. 

Particularly, the metabolism of choline has been associated with tumor onset and 

progression. In this context, choline kinase α 1 (ChoKα1) isoform has been considered as 

biomarker of tumor progression and carcinogenesis [5–7], and it has emerged as one of 

the most promising therapeutic target enzymes in cancer. ChoK catalyzes the 

phosphorylation of choline to generate phosphocholine that, through cytidine 5´-

diphosphocholine (CDP-choline) [8], produces phosphatidylcholine. ChoKα also 

regulates the mitogen-activated protein kinase (MAPK) and phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K/AKT) signaling pathways [9]. Extensive efforts have been made to synthesize and 

improve ChoKα1 inhibitors in order to use them as chemotherapeutic agents [10,11], 

since it is well known that ChoKα1 inhibitors have antiproliferative effect on several 

tumor cell lines [12]. Hemicholinium-3 was the first one used in clinics, but it has multiple 

side effects, mainly due to the inhibition of choline uptake and the impediment of the 

synthesis of acetylcholine [13]. Afterward, bis-pyridinium and bis-quinolinium 

derivatives, namely MN58b and RSM-932A, respectively, were also produced with high 
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capacity to inhibit ChoKα1 activity and cell proliferation [14], and, even more recently, 

several other compounds have been synthesized based on the chemical structure of the 

former compounds [12]. In particular one of them, here referred as Ff35 (Figure 1), 

contains bioisoteric rings of the quinoline, where carbon atoms have been replaced by 

nitrogen and sulphur atoms, and the same spacer as that of the compound MN58b [15]. 

These changes would lead, on one hand, to an increase of the polarity (and solubility) of 

the compound and, on the other hand, to an increase of the specificity of the drug. The 

latter is due to the increasing number of free electron pairs that these modifications 

induce, which can form hydrogen bonds or dipole–dipole type junctions between the 

molecule and the enzyme, thus increasing the antiproliferative effect of the drug. 

N

N

N

N
S

S

N

Br

Br

N

 

Figure 1. Chemical structure of choline kinase α1 (ChoKα1) inhibitor Ff35. 

However, it has been described that certain inhibitors of ChoKα1, besides 

hemicholinium-3, are also capable of inhibiting choline uptake, thus making it more 

difficult, if not impossible, for their use in systemic clinical treatments [16]. For this 

reason, firstly, for any newly synthesized inhibitor of ChoKα1 and before proposing it as 

antitumoral drug, it is imperative to design protocols to discern whether the resulting 

inhibition of tumor cell proliferation is due to the inhibition of the enzyme (which would 

allow the potential use of the compound in clinics) or whether it is caused by the inhibition 

of the choline uptake (which may prevent its potential use). Moreover, if the latter is the 

case, it is also crucial to design strategies to avoid the inhibition of choline uptake. A 

possibility to prevent such inhibition is to use carriers to introduce the specific ChoKα1 

inhibitor in the cell without interacting with the choline transporters. In this context, one 

alternative is to couple the compound with nanoparticles that could enter the cell by 

endocytosis, as we propose for the first time in the present study. 

Among the potential nanocarriers, magnetic nanoparticles are preferred because 

of their biocompatibility and their magnetic properties, which, on one hand, allow their 

guidance to the target site and their concentration therein by the application of external 
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magnetic fields and, on the other, they allow the nanoparticle itself to be used as 

hyperthermia agent [17]. Biomimetic magnetic nanoparticles, BMNPs, mediated by 

Magnetococcus marinus MC-1 magnetosome membrane protein MamC, have 

demonstrated themselves to be promising nanocarriers, able to couple with drugs forming 

stable nanoassemblies at physiological pH, while efficiently releasing the drug in acidic 

(tumor) environments in response to pH changes. In fact, these BMNPs present novel 

features compared to other nanoparticles produced inorganically and/or other biomimetic 

nanoparticles [18]: (1) They are superparamagnetic (single magnetic domain) at room and 

body temperature, behaving as nonmagnetic in the absence of an external magnetic field 

(thus minimizing aggregation), while they present a large magnetic moment per particle 

under the influence of an external magnetic field, thus optimizing their guidance and 

concentration at the target site. Such behaviour is due to the fact that these BMNPs are 

larger than most commercial and/or other biomimetic magnetic nanoparticles. (2) the 

BMNPs are cytocompatible and even more, (3) they are produced by means of an eco-

friendly, cost effective, easily scalable method. 

To our understanding, this is the first study that explores the functionalization of 

BMNPs with a ChoKα1 inhibitor, such as Ff35, with the goal of obtaining a potential 

nanoassembly suitable for a targeted chemotherapy that avoids possible side effects 

related to the inhibition of the choline uptake. Moreover, the simultaneous use of 

hyperthermia is explored to optimize the effect of the targeted chemotherapy in terms of 

increasing the cytotoxic effect of the nanoassembly. The in vitro antitumor activity and 

the internalization of these complexes were investigated in the human hepatoblastoma 

cell line, HepG2. 

Experimental Section 

Expression and Purification of MamC. Synthesis and 

Characterization of the BMNPs by Transmission Electron 

Microscopy 

MamC expression and purification was performed as previously described by 

Valverde-Tercedor et al. [19]. Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Grand Island, NY, 

USA) were transformed with the pTrcHis-TOPO plasmid (Invitrogen, Grand Island, NY, 

USA) carrying the MamC protein coding gene (Mmc1_2265). These cells were grown at 
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37 °C and MamC overproduction was induced with isopropyl-1-thio-β-D-

galactopyranoside (IPTG). Afterwards, a HiTrap chelating HP column (Ge Healthcare, 

Chicago, IL, USA) in an ÄKTA Prime Plus FPLC System (GE Healthcare, Chicago, IL, 

USA) was used to purify the protein under denaturing conditions (6 M urea). Lastly, 

dialysis was performed for a gradual removal of urea, which allowed MamC to refold 

progressively and the purity was evaluated by SDS-PAGE electrophoresis. 

BMNPs were synthesized from the following master solution: 10 μg mL−1 of the 

recombinant MamC, Fe(ClO4)2 (2.78 mM), NaHCO3/Na2CO3 (3.5 mM/3.5 mM), FeCl3 

(5.56 mM), pH 9, elaborated from oxygen-free stock concentrated solutions of the 

individual compounds [20]. The master solution was incubated for 30 days in an 

anaerobic COY chamber at 25 °C and 1 atm total pressure. After this time, BMNPs were 

concentrated by using a magnet and the supernatant was discarded. Subsequently, the 

precipitates were washed three times with Milly-Q deoxygenated water, suspended in 

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) buffered saline solution 

(0.01 M HEPES, pH 7.2, 0.15 M NaCl), and sterilized at 121 °C for 21 min in an autoclave 

before their use. 

The BMNPs used in the present study have been previously characterized in 

García-Rubia et al. [18], and, therefore, only basic mineral characterization is included in 

the present manuscript. According to these results, the BMNPs used in the present study 

are superparamagnetic magnetic nanoparticles at 300 K, composed of ~95 wt% of 

magnetite and ~5 wt% of MamC, with an isoelectric point of 4.4 and specific surface area 

of 90 m2/g. 

For transmission electron microscopy (TEM) analyses of the BMNPs, a STEM 

Philips Model CM20 microscope was used. BMNPs were embedded into Embed 812 

resin and then, ultrathin sections (50–70 nm) were cut with a Reichert Ultracut S 

microtome (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). ImageJ 1.47 software was 

used to measure particle sizes on multiple micrographs with over 1000 nanoparticles 

measured for each experiment to ensure reproducibility. 

Hysteresis cycles and zero field cooling-field cooling (ZFC-FC) curves were 

carried out by using a superconducting quantum interference device (SQUID) 5 T 

magnetometer (Quantum Design MPMS XL, San Diego, CA, USA). Blocking 
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temperature (TB) was calculated as the temperature at which the maximum in 

magnetization occurred in ZFC curve. 

Formation of Ff35-BMNPs Nanoassemblies 

The kinetics of Ff35 adsorption on the magnetic nanoparticles was studied to 

determine the time required for this adsorption to reach equilibrium. In these experiments, 

an aliquot of 5 mg of BMNPs was mixed with 1 mL of Ff35 100 µM in HEPES buffer 

(10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.2) for several time intervals up to 48 h. After the 

incubation time, the Ff35-BMNPs nanoassemblies (here referred as Ff35-BMNPs) were 

collected with a magnet and washed twice with HEPES buffer. Then, the supernatants 

were measured by UV-Vis spectroscopy at a wavelength of 304 nm and these 

measurements were used to calculate the percentage of the absorbed compound. The 

molar absorptivity of Ff35 in HEPES buffer at 304 nm was determined as 2677.5 L mol−1 

(R2 = 0.9991) from the slope of a standard calibration straight line. More than three 

replicas were performed per experiment. The standard deviation of the absorbance 

measurements was used to calculate the error in the concentration of Ff35 in the 

supernatant ([Ff35]sn). 

The adsorption isotherm to calculate the saturation concentration of Ff35 adsorbed 

on the BMNPs was determined by mixing an aliquot of 5 mg of BMNPs with 1 mL of 

several concentrations of Ff35 (ranging from 0 up to 200 µM) in HEPES buffer. These 

preparations were incubated at 25 °C under continuous stirring for 6 h (time needed to 

reach equilibrium, according to the kinetics experiments). Three replicas were performed 

per each measurement. After the incubation time, supernatants were harvested, particles 

were washed, and UV-Vis spectroscopy measurements of all supernatants were 

performed as described above. The data were fitted to the model of Langmuir-Freundlich 

(LF) by using Origin 8. The LF model is based on Equation (1), where (Q) is the amount 

of adsorbed drug per mass unit of adsorbent, (Ce) is the amount of nonadsorbed 

compound, (KLF) is the LF affinity constant, and (r) is the cooperativity coefficient. A 

value of r < 1 means a negative cooperativity whereas a value of r > 1 means a positive 

cooperativity [18,21]. 
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𝑄 =
𝑄𝑚𝑎𝑥(𝐾𝐿𝐹𝐶𝑒)𝑟

1 +  (𝐾𝐿𝐹𝐶𝑒)𝑟
 (1) 

Cell Culture 

The human hepatoblastoma HepG2 cell line, used in this work, was acquired from 

the European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, UK). The cells were grown 

in Minimum Essential Medium (MEM) containing 10% heat-inactivated fetal bovine 

serum (FBS) supplemented with 2 mM l-glutamine, 1% nonessential amino acids, 100 U 

mL−1 penicillin, and 100 µg mL−1 streptomycin in a humid atmosphere with 5% CO2 as 

37 °C, and subcultured at a ratio of 1:10 once a week. 

Inhibition of Choline Kinase α1 by Ff35 

The effect of Ff35 on ChoK was assayed in purified ChoKα1 as previously 

described by Schiaffino et al. [12], by determining the rate of incorporation of 14C from 

[methyl-14C]choline into phosphocholine, both in the absence (control) or presence of 

different inhibitor concentrations. Briefly, the final reaction mixture contained 100 mM 

Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 10 mM ATP, and 20 ng of purified ChoKα1. The 

reaction was initiated with 1 mM [methyl-14C]choline (4500 dpm nmol-1) and incubated 

at 37 °C for 10 min. The assay was stopped by immersing the reaction tubes in boiling 

water for 3 min. Aliquots of the reaction were applied to the origin of silica gel plates in 

the presence of phosphocholine (0.1 mg) and choline (0.1 mg) as carriers. The 

chromatography was developed in methanol/0.6% NaCl/28% NH4OH in water (50:50:5, 

v/v/v) as solvent, and phosphocholine was visualized under exposure to iodine vapour. 

The corresponding spot was scraped and transferred to scintillation vials for measurement 

of radioactivity by a Beckman 6000-TA (Madrid, Spain) liquid-scintillation counter. The 

50% inhibitory concentrations (IC50 value) were determined from the % activity of the 

enzyme at different concentrations of synthetic inhibitor by using a sigmoidal dose-

response curve (the ED50plus v1.0 software). 

Cell Proliferation Assay 

HepG2 cells were seeded onto 96-well plates (10000 cells/well) and grown in 

MEM/10% FBS for 24 h. After 24 h, the medium was removed and 100 μL of fresh 

medium containing Ff35 (1, 5, and 10 µM), BMNPs (300 µg mL−1), or Ff35-BMNPs 
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(Ff35 1 μM and BMNPs 300 µg mL−1) were added for different times. Cell viability was 

assayed by the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). 

Formazan crystals were dissolved in 100 μL of DMSO, and the absorbance was read at a 

wavelength of 570 nm using a microplate reader (HTX Microplate Reader BioTek 

Instruments, Winooski, VT, USA). The GI50 (half-maximal growth inhibitory 

concentration) value was determined from the % cell viability at different concentrations 

of synthetic inhibitor by using a sigmoidal dose-response curve (the ED50plus v1.0 

software), referencing this value to an untreated cells control taken as a 100% of the 

viability. 

Inhibition of Choline Uptake by Ff35 and Ff35-BMNPs 

Choline uptake was assayed as previously reported [22]. HepG2 cells were 

incubated for 10 min at 37 °C in a MEM/10% FBS medium containing soluble Ff35 (0.5 

and 1 µM), BMNPs (300 µg mL−1), or Ff35-BMNPs (concentration of Ff35 was 0.5 μM 

and BMNPs was 150 µg mL−1 or that of Ff35 was 1 μM and BMNPs was 300 µg mL−1). 

After 10 min, 24 h, and 48 h of treatment, the cells were immediately exposed to a pulse 

of [methyl-14C]choline (16 μM, 31 Ci/mol, in well) for 5 min at 37 °C. The incorporation 

of choline was stopped by medium aspiration followed by two washes in ice-cold PBS 

containing 580 µM choline. Then, the cells were solubilized in NaOH 0.1 N and an aliquot 

was used to determine the total amount of radiolabeled choline taken up by the cells, 

measured by liquid scintillation using a Beckman 6000-TA counter (Madrid, Spain). 

Internalization of BMNPs or Ff35-BMNPs in the Cells 

HepG2 cells were grown in six-well dishes for 24 h. Then, BMNPs (300 µg mL−1) 

or Ff35-BMNPs (concentration of Ff35 was 1 μM and BMNPs was 300 µg mL−1) or only 

MEM/10% FBS medium, as a control, were added for 24 h. Cells were collected using 

trypsin and centrifuged at 1500 rpm for 5 min in MEM/10% FBS. Cell pellets were fixed 

in 2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in 0.05 M cacodylate buffer for 4 h at 

4 °C. The samples were washed three times with cacodylate buffer and postfixed in an 

aqueous solution of 1% OsO4 containing 1% potassium ferrocyanide for 1 h at 4 °C in 

darkness. The following washes were done (25 °C): 0.15% tannic acid in cacodylate 

buffer, cacodylate buffer, and H2O. The samples were left in 2% uranyl acetate for 2 h 

and washed several times with H2O. Then, dehydration in ethanol solutions rising from 

50% to 100% was done at 4 °C. The samples were embedded in resin (EMbed 812/100% 
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ethanol (1/1)) for 60 min at room temperature, the same resin at a 2/1 ratio for 60 min, 

and then resin without ethanol overnight. For polymerization, the samples were incubated 

in pure resin for 48 h at 60 °C. Ultrafine sections (50–70 nm) were cut using a Leica 

Ultramicrotome R and contrasted using 1% aqueous uranyl acetate for 5 min and lead 

citrate in a CO2-depleted atmosphere for 4 min [23]. A Zeiss Libra Plus 120 electron 

microscope was used to visualize the sections. 

Hyperthermia Analysis 

Magnetic hyperthermia experiments were carried out using a laboratory-built AC 

current generator, based on a Royer-type oscillator. The AC source was connected to a 

double five-turn coil built with a copper tube 4 mm in diameter. This allowed control of 

the temperature of the coil by flowing thermostated water. The coil was 20 mm in 

diameter and 45 mm long. The magnetic field frequency was 197 ± 3 kHz, and its strength 

was H = 21 kA/m (B = 26.4 mT in air) at the center of the coil, where the samples were 

placed, measured with a NanoScience Laboratories Ltd., Probe (Newcastle, UK), with 10 

µT resolution. All samples were previously prethermostated at 37 °C. Prior to any 

determination, the adiabatic condition of the system was verified by subjecting a sample 

of Milli-Q water as control, in order to ensure that any temperature changes in the samples 

under study were due to the action of the magnetic field, and not a consequence of 

environmental temperature gradient. A preliminary experiment was performed with a 

suspension of bare BMNPs (300 µg mL−1) to set the conditions (frequency and strength 

of the field and time of application) needed to guarantee that a temperature of 43 °C was 

reached. The sample temperature was determined with an optical fiber thermometer 

(Optocon AG, Dresden, Germany). For actual hyperthermia experiments, HepG2 cells 

were incubated for 24 h at 37 °C with either 300 µg mL−1 BMNPs or Ff35-functionalized 

BMNPs and exposed to the AC magnetic field for time lapses ranging between 1 and 3 

h. Immediately after the hyperthermia treatment, the cells were processed for the MTT 

test. 

Statistics 

The results are shown as averages ± SEM. A two-way ANOVA was done with 

post hoc comparisons by Scheffé’s test (GraphPad Prism 5). p < 0.05 is considered 

statistically significant. 
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Results and Discussion 

BMNPs exhibited well-developed faces and a size ranging from 20 to 50 nm, with 

an average crystal size of 35 ± 8 nm, according to TEM analyses (Figure 2A,B). The 

hysteresis loop of BMNPs showed a typical ferromagnetic behaviour at 5 K, while at 300 

K, these nanoparticles showed zero coercivity, which indicates their superparamagnetic 

character, being that the magnetization saturation (Ms) was at 300 K 55 emu/g (Figure 

2C,D). The ZFC-FC curves at 500 Oe show a slow increase in magnetization (Figure 2E). 

In fact, the TB was 150 K for BMNPs. According to Prozorov et al. [17], this higher TB 

and slow magnetization increase is related to particles that expose a large magnetic 

moment per particle and high crystallinity. 

The kinetics of Ff35 adsorption on BMNPs over time shows that the system 

reached equilibrium at ~6 h (Figure 3A). The amount of adsorbed drug per amount of 

nanoparticles (Q) increased with the equilibrium concentration of Ff35 in the supernatant 

(Ce) at a higher rate at the lowest Ce values. Such a rate decreased as Ce increased (Figure 

3B). The adsorption isotherm adjusts to the Langmuir-Freundlich (LF) models (R2 = 

0.93402), showing a drug loading capacity (Qmax) of 0.0026 ± 0.0003 mg Ff35 mg 

magnetite−1. This model introduces the effects of energetic heterogeneity of the surface 

and the cooperativity between Ff35 molecules, meaning that once an Ff35 molecule is 

coupled to BMNPs, it lowers the energy required for the coupling of the next ones. The 

values of the LF affinity constant (KLF) and cooperativity coefficient (r) parameters, 

calculated by means of this model were of 40 ± 10 mg of Ff35 per mg of magnetite and 

1.5 ± 0.6, respectively. 
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Figure 2. Biomimetic magnetic nanoparticles (BMNPs) characterization. (A) TEM

image of BMNPs and (B) crystal size distribution. (C) Hysteresis cycle of BMNPs at 300

K and 5 K. (D) Detail of the hysteresis cycle in the absence of external magnetic field at

300 K and 5 K. (E) Zero field cooling-field cooling (ZFC-FC) curves of BMNPs. 
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Figure 3. Adsorption kinetics (A) and adsorption isotherm (B) of Ff35 on BMNPs. The 

line represents the nonlineal weighted least-squares (NWLS) fitting of the experimental 

data according to LF model. In the case of adsorption kinetics, the vertical error bars are 

smaller than the symbol. 

Our results show that BMNPs are able to carry 0.0026 mg of Ff35 per mg of 

magnetite (Qmax). Due to the fact that this is the first study on Ff35 adsorption on 

magnetite nanoparticles (or on any other nanoparticles), comparisons of the Qmax of the 

present study are done in reference to other studies involving either the BMNPs used here 

or other nanocarriers. The Qmax value obtained in the present manuscript was lower than 

those values obtained for the coupling of other drugs like doxorubicin (DOXO) to 

BMNPs. For example, the adsorption of DOXO on the same BMNPs was 0.69 ± 0.03 mg 

DOXO/mg BMNPs [18] or 0.41 ± 0.03 mg DOXO/mg apatite for DOXO adsorption on 

citrate-coated apatite [24]. Even though Qmax for Ff35 is about two orders of magnitude 

lower than that for other compounds, this amount that is coupled to the BMNPs is enough 

to have a cytotoxic effect as it will be shown below. 

The BMNPs’ loading capacity could be explained, on the one hand, by the 

electrostatic interaction occurring at pH 7.2 (pH value at which the coupling occurs) 

between Ff35, which exposes two basic groups, positively charged and the negatively 

charged magnetite surface (isoelectric point (iep) = 4.4) [18], which allows Ff35 to be 

bound to the BMNPs, as previously demonstrated for other nanoassemblies involving 

BMNPs and positively charged molecules [18]. However, when the environmental pH 

decreases approaching the iep of the BMNPs (as it naturally does in a tumor environment, 

for instance, in the endosome-lysosome compartment [25]), the electrostatic interactions 

between Ff35 and BMNPs weaken, prompting Ff35 release. This characteristic presents 

a relevant point for the potential clinical application of Ff35-BMNPs nanoassemblies, 
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since no Ff35 release is expected in the bloodstream until the nanoparticles reach the 

target tumoral (acidic) environment. On the other hand, the results show that not only 

electrostatic interactions between the drug and the BMNPs would be responsible for the 

Ff35-BMNPs nanoassemblies formation, since the r coefficient obtained in LF model (r 

> 1) demonstrates a strong positive cooperativity between the molecules of Ff35 during 

the adsorption process. This type of interaction has been previously described in DOXO 

adsorption on citrate-coated apatite nanocrystals [24] and on BMNPs [18]. 

Soluble Ff35 show a negative effect on HepG2 cell growth in a time and 

concentration-dependent manner (Figure 4A). The IC50 values derived from the growth 

inhibition curves were of 6.23 ± 0.39, 1.37 ± 0.004, and 0.45 ± 0.10 μM for 24, 48, and 

72 h, respectively. Lactate dehydrogenase (LDH) activity in the culture medium was not 

detected after any of the treatments up to 10 μM of Ff35 (data not shown), so the decrease 

in cell proliferation observed after the treatment with soluble Ff35 could not be attributed 

to any acute cytotoxicity produced by plasma-membrane leakage. Ff35-BMNPs also 

significantly decreased cell growth after 24 or 48 h of treatment. HepG2 cell proliferation 

was not affected by the presence of BMNPs, which demonstrates the cytocompatibility 

of the BMNPs. 

Soluble Ff35 inhibits the activity of ChoKα1 (Figure 5A), with an IC50 value of 

0.46 ± 0.079 μM. In addition, choline uptake was also inhibited in the presence of soluble 

Ff35 in 55% and 75% at 0.5 μM and 1 μM, respectively, after only 10 min of exposure. 

The effect was even more noticeable after 24 or 48 h of treatment, reaching inhibition 

levels of up to 68% and 88% at Ff35 0.5 μM and 1 μM, respectively, after 48 h of 

treatment (Figure 5B). These results clearly indicate that soluble Ff35 inhibits strongly 

both choline activity and absorption, and that the action of this compound in both 

processes is associated with a decrease in cell proliferation. 
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Figure 4. Effects of Ff35, BMNPs, and Ff35-BMNPs on HepG2 cell proliferation. 

HepG2 cells growing in the log phase were incubated with Minimum Essential Medium 

containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (MEM/10% FBS) in the presence or 

absence of Ff35 up to 10 μM (A) or Ff35 1 μM, BMNPs 300 µg mL−1 or Ff35-BMNPs 

(concentration of Ff35 was 1 μM and that of BMNPs was 300 µg mL−1) (B). Cell viability 

was determined by MTT assay and normalized to that of the respective control cells. 

These experiments were performed twice in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared 

to their respective controls. 
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Figure 5. (A) Effects of Ff35 on ChoKα1 activity assayed in purified ChoKα1 exposed 

to different Ff35 concentrations. The results are expressed as percentage of enzymatic 

inhibition. (B) Choline uptake assay in HepG2 cells. Choline uptake was determined in 

cells treated for 10 min, 24 h, and 48 h soluble Ff35 or Ff35-BMNPs. Results are 

normalized to their respective control. These experiments were performed three times in 

triplicates. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared to their respective controls. 

Interestingly, the treatment with Ff35-BMNPs for 10 min did not produce 

significant changes in the incorporation of choline into the cells compared with cells 

treated with BMNPs (Figure 5B) or in control cells (Figure 5B). After 24–48 h of 

treatment, only a significant inhibition of choline uptake was observed at a concentration 
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of Ff35 1 μM and BMNPs 300 µg mL−1. Nevertheless, this inhibition was much lower 

than that observed with soluble Ff35 at the same concentration. The results indicate that 

the functionalization of BMNPs with Ff35 strongly reduces the inhibitory effect of Ff35 

on choline uptake. To avoid completely the action of Ff35 on choline uptake, it would be 

necessary to control the concentration of Ff35 as well as the time of treatment. It is likely 

that after a long treatment there may be some release of the compound from the BMNPs 

that were not endocitated. This released Ff35 may be responsible for the slight inhibition 

observed during treatment with Ff35-BMNPs (Ff35-BMNPs 1 μM and BMNPs 300 µg 

mL−1). However, the amount of compound released from Ff35-BMNPs (Ff35-BMNPs 

0.5 μM and BMNPs 150 µg mL−1) was not sufficient to inhibit choline uptake. 

However, despite the fact that Ff35-BMNPs had little effect on the uptake of 

choline, it produced a marked decrease in cell proliferation, as mentioned above, similar 

to that observed in cells treated with soluble Ff35 at the same concentration (Figure 4B). 

This is very important because, by coupling Ff35 to the BMNPs, the antiproliferative 

effect of the compound is maintained as if Ff35 was soluble, whereas any secondary 

effects associated to the inhibition of choline uptake induced by soluble Ff35 are avoided 

or reduced. This new property improves the potential clinical use of Ff35 that would be 

otherwise impeded. 

TEM was used to visualize the internalization of BMNPs or Ff35-BMNPs 

(concentration of Ff35 was 1 μM and BMNPs was 300 µg mL−1), and to determine the 

possible morphological changes caused by Ff35-BMNPs exposure. Ultrastructural 

analysis by TEM showed that BMNPs were internalized in the cells by endocytosis 

(Figure 6). Control cells (Figure 6A,B) showed mitochondria having a dense matrix as 

well as many cisternae of rough endoplasmic reticulum (ER) well structured, indicating 

absence of cell damage. No ultrastructural cell damage was observed following BMNPs 

internalization until 24 h incubation (Figure 6C,D), confirming the cell biocompatibility 

of these nanoparticles at a concentration of 300 μg mL–1. Both the BMNPs (Figure 6C,D) 

and Ff35-BMNPs (Figure 6E,F) were internalized via endocytosis and sorted into 

endosomes. As it can be seen, cells treated with Ff35-BMNPs showed ultrastructural 

alteration, such as a notable dilatation of perinuclear space increasing separation of two 

nuclear membranes, loss of mitochondrial density, and an abnormal shape. In general, the 

cells exposed to the BMNPs showed a similar appearance to control cells, with not 

significant structural alterations. These experiments confirm the cell damage following 
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upon Ff35-BMNPs observed above, and explain why, while soluble Ff35 inhibits choline 

uptake, Ff35-BMNPs do not. While soluble Ff35 requires choline transporter to enter the 

cell, Ff35-BMNPs enter the cells by endocytosis, and thus, via a method that does not 

depend on choline transporters. Again, these results open the possibility for a clinical use 

of ChoKα1 inhibitors by making their uptake by the cells independent of choline 

transporters. Moreover, the experiments of the present study provide a protocol that 

allows us to disentangle whether the cytotoxic activity of a ChoKα1 inhibitor such a Ff35 

is due to the selective inhibition of the enzyme, or on the contrary, due to the nonselective 

inhibition of the choline uptake by the cell as an undesirable secondary effect. This 

protocol could be standardized and extended to other molecules. 

 

Figure 6. Internalization of BMNPs and Ff35-BMNPs. Ultrastructural alterations 

produced by Ff35-BMNPs. (A,B): Control HepG2 cells. (C,D): HepG2 cell exposed to 

BMNPs has ultrastructure similar to control cells. (E,F): Treatment with Ff35-BMNPs 

(concentration of BMNPs was 300 µg mL−1 and Ff35 was 1 μM). Perinuclear space (Ps) 

is visible. The two nuclear membranes were separated showing a dilatation of the Ps. It is 

notably mitochondrial (M) rarefaction, disorganization, and dilatation. Both BMNPs and 

Ff35-BMNPs were internalized by HepG2 cells via endocytosis and compartmentalized 

in endosomes (Ed). Scale bar corresponds to 2 µm (A,C,E) and 1 µm (B,D,F). 
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We consider now the effect of hyperthermia and the combination hyperthermia-

Ff35 on cell proliferation. In all cases, the HepG2 cells were subjected to the magnetic 

field for periods of 1, 2, and 3 h. We assume that, according to generally accepted results, 

tumor cells are more sensitive than healthy ones to a temperature increase [26], and, 

although 43 °C is widely accepted as a common threshold for apoptosis of various cancer 

cells, many reports indicate that different thermal sensitivities exist among different cell 

lines [27]. Hence, preliminary experiments aimed at setting the optimal conditions of 

hyperthermia in HepG2 with the used BMNPs either bare or functionalized with Ff35. 

Figure 7 shows the effect of hyperthermia on the viability the cells, in comparison with 

cells not subjected to the magnetic field. Hyperthermia reinforced cytotoxicity on both 

cells treated with BMNPs and, much more so, on cells treated with Ff35-BMNPs. As it 

can be observed, after 2 h (and also 3 h) of hyperthermia regime there was a significant 

decrease in viability (73% after 2 h and 79% after 3 h) of cells maintained in the presence 

of BMNPs and AC field, revealing the cytotoxic effect of hyperthermia. However, there 

were not significant differences between these two different times. On other hand, 

significant differences in viability were found when the cells were treated with Ff35-

BMNPs, with and without field. It is shown in Figure 7 that the viability of cells treated 

with Ff35-BMNPs without hyperthermia reached 67%, these values being lower in those 

cells treated with Ff35-BMNPs with hyperthermia (54.8% for 1 h, 49.7% for 2 h, and 

44.5% for 3 h). Since BMNPs are cytocompatible, these results show that the temperature 

rise induced by them upon application of an alternating magnetic field was responsible 

for the reduction in cell viability. However, such reduction was more evident and faster 

upon the combination of drug release and hyperthermia. It is proposed that hyperthermia 

may not only increase the local temperature, but also trigger the release of Ff35 from the 

BMNPs in the cells, as already demonstrated to occur for other compounds [28]. 

Therefore, these results open the door, not only to the potential use of ChoKα1 

inhibitors without the secondary effect linked to the inhibition of choline uptake, but also, 

to the application of a dual therapy based on targeted drug release and hyperthermia to 

potentiate the cytotoxic activity of these compounds on tumor cells. 
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Figure 7. Effects of Ff35-BMNPs and magnetic hyperthermia on cell proliferation in 

HepG2 cells. HepG2 cells growing in log-phase were incubated with MEM/10% FBS in 

the absence or presence Ff35-BMNPs (concentration of Ff35 was 1 μM and BMNPs was 

300 µg mL−1) for 24 h, and exposed to an alternative magnetic field for 1, 2, or 3 h. Cell 

number was determined by the MTT assay and expressed as percentage of control cells. 

Percentage of viability is normalized to that for the control cells. Results represent the 

mean ± SEM of three independent experiments conducted in triplicate. ** p < 0.01, when 

compared with their respective control values. 

Conclusions 

In summary, this study shows that the coupling of the ChoKα1 inhibitor Ff35 to 

BMNPs offers great advantages. On one hand, since the nanocarrier is a magnetic 

nanoparticle, it opens the possibility of a magnetic guidance to the target site through the 

application of a continuous magnetic field. Also, it offers the possibility of also using the 

nanocarrier as a hyperthermia agent, thus combining the cytotoxic effect of the molecule 

with the cytotoxic effect induced by hyperthermia and the triggering of drug release from 

the BMNPs that hyperthermia induces. Finally, and no less important, it offers the 

potential of Ff35 entering the cell independently of the choline transporters. This is 

crucial, as the coupling of Ff35-BMNPs allows the compound to exert a cytotoxic activity 

comparable to that of the soluble compound while avoiding the secondary effect linked 
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to the inhibition of choline uptake. In addition, it provides a protocol that could be 

extensible to other molecules to disentangle the cytotoxic effect of the drug in terms on 

enzyme inhibition and/or inhibition of choline uptake. Therefore, the novel design of the 

nanoassemblies of Ff35-BMNPs showed in this study and the demonstration of the 

activity of such a compound without interfering in the choline uptake are crucial results, 

as they would allow the potential use of these ChoKα1 inhibitors as antitumoral drugs 

that would otherwise be compromised. 
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Abstract 

The design of new strategies to increase the effectiveness of the antibacterial treatments 

is a main goal in public health. So, the aim of the study was to achieve a local antibacterial 

directed therapy as novel alternative allowing both, the delivery of the drug at the target, 

while minimizing undesirable side effects, thus anticipating an enhanced effectiveness. 

Hence, we have developed an innovative nanoformulation composed by biomimetic 

magnetic nanoparticles functionalized with the antimicrobial peptide AS-48 and its 

potential against Gram-positive and Gram-negative bacteria, either by itself or combined 

with magnetic hyperthermia has been investigated. Besides, the physical properties, 

binding efficiency, stability and mechanism of action of this nanoassembly are analyzed. 

Remarkably, the nanoassembly has a strong bactericidal effect on Gram-positive bacteria, 

but surprisingly also on Escherichia coli and, finally, when combined with magnetic 

hyperthermia, on Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. The results 

obtained represent a breakthrough since it allows a local treatment of infections, reducing 
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and concentrating the dose of antimicrobial compounds, avoiding secondary effects, 

including the resistance generation and particularly because the combination with 

magnetic hyperthermia helps sensitizing resistant bacteria to the bactericidal effect of AS-

48. Thus, this new formulation should be considered a promising tool in the antibacterial 

fight. 

Introduction 

Antimicrobial therapy is often a research topic of great interest, prompted by the 

increasing generation of antibiotic resistances that are not paired with the discovery of 

new therapeutic strategies. In fact, many authors warn about the critical situation and the 

urgent need for new treatments to avoid a return to a pre-antibiotic situation[1]. Among 

the main strategies advised, combined and directed therapies receive special attention, as 

many bacterial infections are localized at a site in the body and, from that location, they 

can further disseminate. Using adequate nanocarriers, directed chemotherapy can be 

further combined with another local therapy (e.g. magnetic hyperthermia)[2]. Magnetic 

nanoparticles are a prominent group of nanocarriers, since they are biocompatible and 

their nanoscale size makes them display a large surface area that allows the carrying of 

relatively large amounts of the relevant molecule. In addition, they can be externally 

directed to the target site applying a magnetic field and they have shown to be 

hyperthermia agents[2–4]. Commercialized magnetic nanoparticles present two main 

drawbacks that difficult their use, one linked to their relatively small size (around 10-20 

nm), which results in a small magnetic moment per particle, and the other related to their 

surface charge, that is fairly low (or neutral) at physiological pH[4–7]. Therefore, using 

superparamagnetic magnetic nanocarriers with larger sizes (20-120 nm) would represent 

a great advantage for most applications[7,8]. In the context of surface properties, 

inorganic magnetic nanoparticles usually have an isoelectric point (iep) close to 7, so they 

need to be coated with different polymers to allow functionalization[4] which shelters the 

already non-optimal magnetic properties, then jeopardizing their use even further[7]. 

These issues are overcome by recently developed biomimetic magnetic nanoparticles 

(BMNPs), mediated by MamC, a Magnetococcus marinus MC-1 magnetosome-

associated protein. MamC confers surface functional groups to the nanoparticle that allow 

functionalization without the need of a further coating[6]. Moreover, the control that 

MamC exerts over the nucleation and growth of the crystals results in the formation of 



Capítulo II 

247 

 

magnetite crystals of about 40 nm in size. This size increase with respect to the synthetic 

ones is enough to rise the magnetic moment per particle while maintaining their 

superparamagnetism, meaning that they behave as non-magnetic in the absence of an 

external magnetic field, but respond with a maximized magnetic susceptibility once an 

external magnetic field is applied[9]. In addition, BMNPs are able to raise the temperature 

by applying an alternating magnetic field (AMF), which can both locally increase the 

temperature to the so-called therapeutic hyperthermia (41-46 ºC) and can further trigger 

the drug release[10–12]. All these abilities of BMNPs and of many other magnetic 

nanoparticles have proven effective in antitumor therapies but, up to date, no attempt has 

been done to use them to mediate a directed antibacterial therapy.  

In this context, not only the nanocarrier choice is critical, but so it is the 

antibacterial molecule that avoids the generation of resistances. The focus of the research 

in this context points to the development of second line drugs, such as antimicrobial 

peptides as the bacteriocin AS-48.  This is a cationic 70 residues long head-to-tail cyclized 

peptide produced by Enterococcus faecalis, with a potent bactericidal effect on Gram-

positive bacteria and also against diverse human pathogens[13–16].  Due to N- and C-

termini linkage, AS-48 is resistant to proteases and stable in a broad range of conditions 

(pH, temperature and salt concentrations)[17]. AS-48 in solution arranges in two different 

dimeric forms as a function of the physicochemical environment: dimeric form I (DF-I), 

in which the molecules are linked by hydrophobic interactions (hydrosoluble form), and 

dimeric form II (DF-II), in which the molecules are linked by hydrophilic interactions 

(hydrophobic form)[18,19]. The bactericidal effect is achieved by the electrostatically-

driven advance and the accumulation of the DF-I on the negatively charged membrane, 

followed by the dissociation to DF-II and insertion into the lipid bilayer, which results in 

the creation of pores. This mechanism of action is independent of any receptor[16], 

thereby reducing the development of stable and transmissible resistance. Moreover, in 

preclinical studies, AS-48 had not shown any remarkable toxicity in vivo or in vitro, 

indicating its safety to prevent and treat infections, even with multidrug resistant 

microorganisms[20]. Conversely, Gram-negative bacteria show a naturally increased 

resistance to AS-48 due to the presence of the outer membrane, requiring a sublethal 

damage on this membrane to become sensitive to AS-48[17,21]. 

In this work, a novel nanoformulation formed by BMNPs functionalized with AS-

48 that alone and combined with magnetic hyperthermia have been designed and their 
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potential against bacterial infections have been tested. This represents a multilevel 

approach consisting of a directed antibacterial chemotherapy based in the AS-48-BMNP 

nanoassemblies combined with magnetic hyperthermia that exert a potent and fast 

antibacterial effect, both on Gram-positive but, remarkably, on the more resistant Gram-

negative bacteria. 

Experimental Section 

Bacterial Strains and Culture Conditions 

The Gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1, Klebsiella 

pneumoniae LMG20218 and Escherichia coli LMG15862, and the Gram-positive 

Enterococcus faecalis S-47[21], E. faecium LMG 16003 and Staphylococcus aureus 

CECT 239 were grown at 37 ºC on trypticase soy broth (TSB, VWR, Spain) or trypticase 

soy agar (2% agar, TSA). Furthermore, E. faecium and E. coli are resistant to vancomycin 

and β–lactams, respectively. 

AS-48 Purification 

AS-48 was purified to homogeneity by successive cationic and reversed phase 

chromatography from supernatants of the producer strain E. faecalis UGRA10 as 

described previously[22,23]. The protein concentration of the purified AS-48 samples 

was determined by UV absorption at 280 nm. 

BMNPs Synthesis 

MamC expression and purification was performed as previously described[24]. 

BMNP synthesis was achieved at 25 ºC in oxygen free iron solutions as described 

elsewhere[24,25]. The resulting BMNPs were washed three times with deoxygenated 

Milli-Q water, suspended in HEPES buffered saline solution (0.01 M HEPES, pH 7.4, 

0.15 M NaCl) and sterilized. 

BMNPs Characterization 

Transmission electron microscopy (TEM) analyses were performed with a STEM 

(Philips Model CM20) microscope on ultrathin sections (50–70 nm) of embedded 

BMNPs. ImageJ 1.47 software was used to measure particle sizes on multiple 

micrographs with over 1000 nanoparticles measured for each experiment. Basic mineral 
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characterization can be found elsewhere[6,24]. These BMNPs are superparamagnetic 

magnetic nanoparticles at 300 K, composed of ~95 wt% magnetite and ~5 wt% MamC, 

with a specific surface area of 90 m2/g. 

AS-48-BMNPs nanoassemblies 

The kinetics of AS-48 adsorption on the BMNPs was studied to determine the 

time required to reach equilibrium. 5 mg BMNPs were mixed with 1 mL 100 μM AS-48 

in HEPES buffered saline solution and incubated up to 48 h. After the incubation time, 

the BMNPs to which AS-48 was immobilized (here referred as AS-48-BMNPs 

nanoassemblies) were collected with a magnet and pellets were carefully washed twice 

with 1 mL HEPES buffer. The supernatants were measured by UV-Vis spectroscopy at 

280 nm to determine the non-adsorbed AS-48, which would provide an indirect 

determination of the AS-48 in equilibrium (Ce) and the amount of adsorbed AS-48 per 

mass unit of adsorbent (Q). More than three replicas were performed per experiment. The 

standard deviation of the absorbance measurements was used to calculate the error in the 

concentration of AS-48 in the supernatant ([AS-48])sn. The kinetics data were fitted to the 

Lagergren’s equation as detailed in Supplementary Information[26,27]. Experiments to 

determine the adsorption isotherm were performed by fixing the reaction time to 24 h to 

ensure the equilibrium of the system. Five milligrams of nanoparticles were mixed with 

1 mL of AS-48 at different concentrations (ranging from 10 to 200 μM) and incubated at 

25 °C under continuous stirring. Three replicas per each experiment were performed. 

Supernatants were harvested, particles were washed, and UV-Vis spectroscopy 

measurements of all supernatants were performed as described above. The data were 

fitted to the Langmuir–Freundlich (LF) model, as detailed in Supplementary 

Information[6,27–29]  

The stability of the nanoassembly at physiological pH (pH 7.4) was also evaluated. 

5 mg AS-48-BMNPs were washed twice with ultrapure water and resuspended in HEPES 

buffer. Suspensions were incubated at 37 °C under continuous stirring for different time 

intervals up to 96 h. Samples were concentrated with a magnet and supernatants were 

analyzed by UV–Vis spectroscopy. The release efficiency (DR) was defined by Equation 

(1), as the ratio between the amount of released molecules at a given time t (Q(t)) and the 

Qmax[6,27]: 
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𝐷𝑅 =
𝑄(𝑡)

𝑄𝑚𝑎𝑥
𝑥 100 (1) 

Electrophoretic mobility measurements were carried out in a Zetameter Nano-ZS 

(Malvern Instruments, Malvern, UK) at 25 °C as detailed in previous studies. Hysteresis 

cycles were carried out at 300 K and 5 K by using a superconducting quantum interference 

device (SQUID) 5 T magnetometer (Quantum Design MPMS XL, San Diego, CA, USA). 

A thermal imaging camera FLIR 60, with 320 x 240 pixels IR resolution and thermal 

sensitivity <0.045 °C (FLIR Systems, Inc. Wilsonville, Oregón, USA), was used to 

measure the temperature reached during in vitro magnetic hyperthermia experiments 

using a magnetic field strength of 22 kA m-1 and frequency of 140 kHz. The AMF was 

obtained by passing an alternating current through a water-cooled copper coil into the 

center of which the corresponding sample was introduced[9].  

Long-Term Antibacterial Activity Determination 

The activity of free AS-48, BMNPs, BMNPs+AMF, AS-48-BMNPs, and AS-48-

BMNPs+AMF was evaluated on bacterial cultures as follows. An overnight culture of 

each bacterium grown on TSA was used to prepare a suspension in 0.9% sterile NaCl, 

with a turbidity similar to 0.5 McFarland scale. This suspension was 100-fold diluted in 

TSB and incubated in parallel at 37 ºC and 45 ºC (mimicking human body and 

temperature reached with hyperthermia, respectively) in TSB without BMNPs (Culture37 

and Culture45, respectively) and with 10 mg/mL BMNPs at 37 ºC and 45 ºC (BMNP37 

and BMNP45, respectively). Also, this bacterial suspension was mixed with 10 mg/mL 

BMNPs and exposed to AMF to reach 45 ºC, at which they were maintained throughout 

the experiment (BMNP+AMF). All these experiments were used as growth controls. 

Bacterial suspensions were treated with 10 mg/mL AS-48-BMNPs and incubated at 37 

ºC (here referred as AS-48-BMNP37) or at 45 ºC (AS-48-BMNP45). Also, another 

aliquot of the bacterial suspension treated with 10 mg/mL AS-48-BMNPs was exposed 

to AMF and maintained at 45 ºC up to 90 min (AS-48-BMNP+AMF). 10 L aliquots 

were diluted after 15, 30, 60 and 90 min in 0.9% sterile NaCl and plated on TSA in 

triplicate. After 24 h incubation at 37 ºC, the colonies were counted. All the experiments 

were repeated at least three times. 
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Short-Term Hyperthermia Effect 

To further elucidate the effect that magnetic hyperthermia has on Gram-negative 

bacteria, a suspension of these bacteria prepared as before was mixed with 10 mg/mL 

BMNPs and exposed to an AMF (field strength of 22 kA/m and frequency of 140 kHz) 

for 30 min. After magnetic hyperthermia treatment, AS-48 was immediately added to the 

AMF-treated culture at two concentrations (5 and 50 M), incubated for additional 5 min 

and plated on TSA. Three replicas were done per experiment to ensure reproducibility. 

Untreated AS-48 bacterial suspension used as control experiment was added of TSB and 

run in parallel. 

Statistical Analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.01, 

GraphPad Software (San Diego, CA, USA). For antibacterial activity analysis, data 

represent average ± SEM of, at least, three independent experiments performed in 

triplicate, and statistical analyses were carried on using two-way ANOVA test. Statistical 

differences were considered significant when p values were p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**), 

and p ≤ 0.001 (***). 

Results and Discussion 

Nanoassemblies AS-48-BMNPs: physical properties, binding 

efficiency, stability and modeling 

The BMNPs size and morphology were analyzed by TEM. Figure 1A shows 

BMNPs with well-defined faces and sizes ranging from 20 to 60 nm, with an average 

crystal size of 34 ± 8 nm (Figure 1B). The hysteresis cycle shows a typical ferromagnetic 

behaviour at 5 K, while at 300 K, these nanoparticles show zero coercivity in the absence 

of an external magnetic field, which indicates their superparamagnetic character (Figure 

1C). The magnetic saturation of the nanoparticles is ~53 emu/g at 300 K. These data 

indicate that the nanocarrier will behave as non-magnetic in the absence of an external 

magnetic field, but with a fairly high magnetic response upon the application of an 

external field, as demonstrated in previous studies[10,30]. This, along with the BMNPs 

surface negative charge at physiological pH (ζ-potential data, Figure 1D), ensures 

colloidal stability. 
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Figure 1. Nanoparticles characterization. (A) TEM image and (B) BMNPs size 

distribution. (C) Hysteresis cycle of BMNPs at 300 K and 5 K. Inset: Detail of the 

hysteresis cycle in the absence of external magnetic field at 300 K and 5 K. (D) ζ-potential 

of BMNPs and AS-48-BMNPs. (E) Thermographic photograph of BMNPs exposed to 

AMF (magnetic field strength of 22 kA/m and frequency of 140 kHz). 

The ζ-potential data for BMNPs showed that these nanoparticles displayed an iep 

at 4.8 and negative surface charge at higher pH values (Figure 1D). Thus, BMNPs can 

be functionalized by means of electrostatic interactions with AS-48, which is strongly 

positively charged at physiological pH (iep of AS-48 10.5)[17]. In the nanoassemblies, 

the electrostatic bonding between AS-48 and BMNPs could occur between the positively 

charged helices that are exposed by DF-I, and the MamC negatively charged carboxyl 
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and hydroxyl groups, as it has been previously demonstrated for other nanoassemblies[6]. 

The nanoassemblies ζ-potential modification compared to that of BMNPs further 

supports this hypothesis. In fact, AS-48-BMNPs nanoassemblies display a higher iep 

value than that of BMNPs (pH 6.0 versus pH 4.8, respectively), which indicates that a 

fraction of the negatively charged functional groups previously exposed in BMNPs are 

no longer available, most probably because of the binding to AS-48 molecules. 

The capability of BMNPs as hyperthermia agents was also investigated. Figure 

1E shows an image of the thermographic camera when the sample is subjected to the 

AMF, demonstrating its ability to generate heat, resulting in temperature increases that 

exceed 40 ºC. 

Our data adjusted to the Langmuir-Freundlich model show that BMNPs were able 

to carry 0.064 mg of AS-48 per mg of magnetite (SI). This value corresponds with loading 

efficiency of 60-90% and is similar to or, in some cases, higher than that obtained in 

nanoformulations described in several studies with bacteriocins. For instance, values of 

9.9-43.8% have been reported for nisin encapsulated in liposomes[31] or 5-75% and 25-

75% in the case of carbohydrate nanoparticles[32] and nanofibers[33], respectively. The 

high r coefficient (r = 3.5 ± 0.8) demonstrates a strong positive cooperativity between the 

AS-48 molecules during the adsorption process, revealing that adsorbed molecules are 

interacting with the substrate but also with themselves, lowering the adsorption energy of 

the next AS-48 molecule[34]. This type of interaction has been previously described for 

other molecules on BMNPs surface[6,10,35]. 

When AS-48-BMNPs nanoassemblies were incubated in HEPES buffer, the 

release at physiological pH is practically negligible (DR~7% after 96 h) (Figure 2). This 

result shows the good stability of the nanoassemblies at physiological pH, which contrasts 

with that determined for other nanoformulations, in which 50% release of a bacteriocin 

after 2 hours was detected[36,37]. This characteristic offers a relevant step forward for 

the potential clinical application of AS-48-BMNPs nanoassemblies, since negligible AS-

48 release is expected during storage or even in the bloodstream until the nanoparticles 

reach the target site.  
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Figure 2. Kinetics of AS-48 release from loaded AS-48-BMNPs over time at 

physiological pH at 37 ºC. 

Antimicrobial Effect of AS-48-BMNPs 

The sole presence of BMNPs at a given temperature does not reduce the viable 

bacterial count during the time course of the experiment and, in most cases, it has no 

significant effect on growth (Figure 3). As expected, AS-48 coupled to BMNPs (AS-48-

BMNPs) have a bactericidal effect against all Gram-positive bacteria tested (E. faecium, 

E. faecalis and S. aureus) and no growth was observed after the treatment, either at 37 ºC 

or 45 ºC (Figure 3A-3C). Surprisingly, the behaviour of E. coli was very similar and no 

growth was detected 15 minutes following upon treatment (Figure 3D). Conversely, AS-

48-BMNPs slowed the growth at 37 ºC for both Klebsiella and Pseudomonas, but could 

only reduce Klebsiella viability at 45 ºC (Figure 3E-F). In either case, viable cells were 

still detected after 90 min. These experiments show that BMNPs can efficiently transport 

AS-48 to the bacterial surface, probably driven by electrostatic interactions between the 

cell wall and the charged nanoassemblies[38,39]. Once AS-48 is concentrated there, our 

results demonstrate that the molecule can totally inhibit very fast the growth of the Gram-

positive bacteria tested and E. coli, while this inhibition is only partial in K. pneumoniae 

and P. aeruginosa.  

The scenario was different when these resistant bacteria were treated with the 

nanoassembly AS-48-BMNPs exposed to AMF (AS-48-BMNP+AMF). In all cases, 

either in Gram-positive or Gram-negative bacteria, no growth was detected after 15 min 

treatment (Figure 3). These results are particularly interesting compared with those 

obtained when the treatment involved AMF but no AS-48 (BMNP+AMF experiments). 

Figure 3 shows that hyperthermia by itself has no clear bactericidal effect, only in the 
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case of Pseudomonas a feeble reduction in the viable cell count could be observed (Figure 

3F). Therefore, these results demonstrate that the combination of AS-48-BMNPs and 

AMF is a potent innovative alternative as a potential therapy against bacterial infections.  

 

Figure 3. Normalized growth of indicator strains at different temperatures with or without 

BMNPs and AS-48. Bacterial growth curves were normalized at the bacteria 

concentration value at time 0 minutes. Two-way ANOVA test reveals statistical 

significance referred to Culture37 for each time assayed (p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**), and 

p ≤ 0.001 (***)). 

The results are particularly striking in the case of Gram-negative bacteria. It is 

well known that AS-48 is active against several Gram-positive bacteria, including those 

used in this panel, whereas much higher concentrations of free AS-48 are required to 

inhibit Gram-negative bacteria[17,40,41]. However, when AS-48 is immobilized on 

BMNPs and, even more, when magnetic hyperthermia is additionally combined, Gram-

negative bacteria become sensitive. Such a result had not been observed before and 

highlights the potential of the synergy between the two treatments, which reinforces the 

suitability of this treatment against fastidious drug-resistant bacteria. 
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Model for the Mechanism of Action of the Nanoassembly 

The starting hypothesis, supported by previous studies[38,39] was that 

nanoassemblies, driven by electrostatic interactions can carry AS-48 to the cell wall, 

where an external magnetic field would increase the AS-48 concentration, as previously 

shown for DOXO-BMNPs in the context of tumor cells[30]. Once there, AS-48 (partial 

or total) desorption would facilitate the switch to DF-II and its insertion in the bacterial 

cell membrane[18,19]. In this scenario, two electrostatic interactions are competing at the 

interface of bacterial cell wall. The first one is the electrostatic attraction between AS-48 

(positively charged) and the cell wall (negatively charged) and the second one is the 

electrostatic interaction between AS-48 and BMNPs that once kept this binding. As 

discussed above, cooperative binding depends on the environmental pH and the distance 

between AS-48 and BMNP surface, decreasing to the square of the distance. If the first 

one is predominant, AS-48 liberation and pore formation will be favored. Notably, acidic 

pH surrounding the cell membrane caused by the metabolism reduces BMNPs charge, 

weakening the second interaction and allowing AS-48 release. AS-48 molecules that are 

located further from the BMNP surface would be readily released, continuing with the 

inner layers of the nanoassemblies until reaching equilibrium. Furthermore, this 

detachment could be favored upon exposure to AMF because of the increase of the 

BMNPs thermal energy that further weakens the electrostatic bond[6,10,12]. A 

fermentative metabolism will have a more pronounced effect on the surface pH than a 

respiratory one. This hypothesis seems to be confirmed by the results obtained in the 

assays performed with the Gram-negative bacteria (Figures 3D-3F). Thus, AS-48-

BMNPs are able to exert its antibacterial action against E. coli (mixed acid fermentation, 

lowest pH) at any temperature (37 ºC and 45 ºC), and the antibacterial effect is only mild 

against Klebsiella (butylene-glycol fermentation, which in addition is capsulated and the 

presence of EPS further difficult AS-48 effectiveness) and finally is negligible against 

Pseudomonas (respiratory metabolism).  

In any case, magnetic hyperthermia overcomes these burdens. This conclusion 

was further confirmed by data shown in a second assay carried out on Gram-negative 

bacteria (Figure 4). AS-48 was immediately added to the cultures previously treated with 

BMNPs and AMF (30 min). Remarkably, a striking reduction of the bacterial growth was 

observed in all cases, being more notable as the concentration of AS-48 increased. Results 

on E. coli and Klebsiella are very similar and show that BMNPs exposed to AMF are able 
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to slightly reduce the cell count. This reduction can occur because the induced rotation of 

BMNPs (and/or the local heat they generate) probably causes structural damage on the 

outer cell membrane (as demonstrated in eukaryote cells[42]) and/or breakage of the 

capsule in Klebsiella. However, magnetic hyperthermia by itself is not able to exert a 

noticeable cell death (Figure 3). These results point out that AMF is able to overcome the 

differences in pH value caused by the dissimilar metabolism, and/or the capsule 

protection in K. pneumoniae, resulting in an identical bactericidal effect compared to that 

observed in E. coli.  

 

Figure 4. Effect on cell growth of short-term (30 minutes) magnetic hyperthermia 

treatment following upon addition of AS-48 on Gram-negative strains. Bacterial growth 

concentrations were normalized at the bacteria concentration value at time 0 minutes. 

Two-way ANOVA test reveals statistical significance referred to TSB for each time 

assayed (p ≤ 0.01 (**), and p ≤ 0.001 (***)). 

The results of this experiment on Pseudomonas are noticeably different (Figure 

4). For this bacterium, AMF seems to have a bactericidal effect, being that effect 

potentiated when combined with AS-48 (dose-dependent). In this case, free BMNPs 

exposed to an AMF could locally alter the outer membrane compromising viability, either 

by a local temperature increase and/or through local mechanical damage due to particle 

rotation[42]. Consequently, this disturbance facilitates the entrance of AS-48, reaching 

the cell membrane and exerting the strongest bactericidal action. Therefore, in addition 

to creating high local doses of AS-48, AS-48-BMNPs enhance the antibacterial effect of 

AS-48 against Gram-negative bacteria by the disturbance of cell structures induced by 

BMNPs under AMF.  

These novel results provide a step further in the clinical applications of 

bacteriocins, since they demonstrate that it is possible to perform an effective local 
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antibacterial chemotherapy and how, by combining this chemotherapy with magnetic 

hyperthermia mediated by BMNPs. 

Conclusions 

The results here presented provide an approach to locally treat bacterial infection 

by combining a direct antibacterial chemotherapy with magnetic hyperthermia (i.e. AS-

48-BMNPs, designed and characterized in the present study). The combination of AS-48 

with BMNPs is attained by electrostatic binding and can be weakened or even broken at 

the interface bacteria-medium where acidic conditions occur, favoring the AS-48 

transition from DF-I to DF-II and allowing the peptide to insert into the lipid bilayer of 

the bacterial membrane. While the nanoassembly has a clear bactericidal effect against 

all the Gram-positive bacteria tested, there are a number of factors that affect the 

sensitivity of Gram-negative ones: a) the relatively high dose of AS-48 carried by BMNPs 

(that locally concentrates at the cell wall), b) the probably enhanced AS-48 release 

triggered by magnetic hyperthermia, c) the local temperature increase and d) the 

mechanical damage in cell structures (i.e. outer cell membrane) caused also by magnetic 

hyperthermia, that align to allow Gram-negative bacteria to become sensitive to AS-48. 

The success of the nanoassembly depends on the acidic environmental conditions at the 

cell wall that bacterial metabolism induces and could be disallowed by the presence of 

capsule or EPS. However, the adverse conditions are overcome by the combined action 

of magnetic hyperthermia, even when this treatment is applied against Gram-negative 

bacteria, resulting in a strong and fast bacterial death within minutes. Therefore, the fact 

that the nanoassemblies allow a directed chemotherapy, controlled by an external 

magnetic field provide new insights in the design of alternative treatments for localized 

bacterial infections, even against fastidious drug-resistant bacteria.  
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Supporting Information 

The kinetics data were fitted to the Lagergren’s equation (Equation 1), in which 

Q is the amount of AS-48 on the nanoparticle surface and τ is the time needed to reach 

approximately a 63% of the drug loading capacity (Qmax) [1,2].  

𝑄(𝑡) = 𝑄𝑚𝑎𝑥 (1 − 𝑒−
𝑡
𝜏) (1) 

 

The adsorption isotherm for the adsorption of AS-48 on BMNPs was performed 

by fitting the data collected from the experiments performed at 24 hours to the Langmuir–

Freundlich (LF) model, by using Origin Pro 8. The LF model (based on equation 2) 

considers that the adsorption energy is heterogeneous and takes into account cooperativity 

effects. In this equation, Q is the amount of adsorbed drug per mass unit of nanoparticles, 

Qmax is the drug loading capacity, Ce is the equilibrium concentration of drug in the 

supernatant, KLF is the LF affinity constant, and r is the cooperativity coefficient. Values 

of r > 1 indicate a positive cooperativity, while values of r < 1 indicate a negative 

cooperativity [2–5]: 

𝑄 =
𝑄𝑚𝑎𝑥 (𝐾𝐿𝐹 · 𝐶𝑒)𝑟

1 + (𝐾𝐿𝐹 · 𝐶𝑒)𝑟
 (2) 

 

According to the calculations based on the Lagergren’s equation, τ was 1.1 ± 0.2 

h (R2 = 0.9797). Therefore, these kinetic data over time showed that ~6 h was the time 

needed to reach an equilibrium (Figure S1A). The amount of adsorbed peptide per amount 

of nanoparticles (Q) from the adsorption isotherm (Figure S1B) showed a non-linear 

association with the amount of non-adsorbed AS-48 (Ce), displaying a S-shaped curve 

with a drug loading capacity (Qmax) of 0.064 ± 0.003 mg AS-48/mg BMNPs (Table S1). 

The value of Q increased slowly initially, rising then exponentially and stabilizing 

thereafter. The experimental data were adjusted according to Langmuir-Freundlich (LF) 

model [6,7], which introduces the effects of the surface energetic heterogeneities by 

means of the exponent r, yielding a R2 = 0.9792.  The values of the LF affinity constant 



Capítulo II 

265 

 

(KLF) and cooperativity coefficient (r) parameters (Table 1), calculated by means of this 

model (equation 2), were of 9.6 ± 0.6 mL/mg and 3.5 ± 0.8, respectively.  

Table S1. Adsorption parameters calculated from nonlinear fitting of experimental data 

according to the Langmuir-Freundlich equation.  

Parameter  R2 

KLF [mL/mg] 9.6 ± 0.6 

0.9792 
Qmax [mg AS-48 / 

mg BMNPs] 
0.064 ± 0.003 

r 3.5 ± 0.8 

  

 

 

Figure S1. Characterization of AS-48-BMNP binding. (A) Adsorption kinetics of AS-48 

on BMNPs. Dotted green line represents the nonlinear fitting of the experimental data 

using the Lagergren’s equation. (B) Adsorption isotherm of AS-48 on BMNPs. The 

dotted green line represents the nonlinear fitting of experimental data using the Langmuir-

Freundlich equation. 
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Abstract 

In this work, we report on the synthesis and characterization of magnetic nanoparticles of 

two distinct origins, one inorganic (MNPs) and the other biomimetic (BMNPs), the latter 

based on a process of bacterial synthesis. Each of these two kinds of particles has its own 

advantages when used separately with biomedical purposes. Thus, BMNPs present an 

isoelectric point below neutrality (around pH 4.4), while MNPs show a zero-zeta potential 

at pH 7, and appear to be excellent agents for magnetic hyperthermia. This means that the 

biomimetic particles are better suited to be loaded with drug molecules positively charged 

at neutral pH (notably, doxorubicin, for instance) and releasing it at the acidic tumor 

environment. In turn, MNPs may provide their transport capabilities under a magnetic 

field. In this study, it is proposed to use a mixture of both kinds of particles at two different 

concentrations, trying to get the best from each of them. We study which mixture 

performs better from different points of view, like stability and magnetic hyperthermia 

response, while keeping suitable drug transport capabilities. This composite system is 

proposed as a close to ideal drug vehicle with added enhanced hyperthermia response. 
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Introduction 

In spite of the certainly wide variety of magnetic nanoparticles (MNPs) with 

different geometries, compositions and functionalizations [1–8] that have become 

available in recent years, and of the number of applications that have been devised for 

them [1,9–12], when the goal is to provide a nanocarrier suitable for targeted 

chemotherapy, there is still room for progress. On one hand, the methods for obtaining 

MNPs need to be more cost- and time-effective, eco-friendly, and scalable. On the other, 

the nanoparticles themselves should be improved in terms of maximizing the magnetic 

moment per particle and providing novel surface properties while exploring their 

potential as hyperthermia agents that would allow them to combine therapies in the near 

future. 

In this context, cancer is one of the fields of application where magnetic 

nanoparticles certainly appear as most promising [12–18]. Aside of drug delivery, 

whereby functionalized magnetic nanoparticles are loaded with the chosen drug and some 

targeting molecule, such an antibody, driven to the site of action, maintained there by 

continuous magnetic fields and eventually set for delivery by some external action, 

magnetic hyperthermia appears as a realistic application of MNPs [19–27]. For that 

purpose, MNPs are dispersed at a suitable concentration in an aqueous solution and 

located in the target place for action. There, they are subjected to an alternating magnetic 

field (with induction of tens mT and frequency of several hundred kHz). Subsequently, 

the magnetic nanoparticles increase the temperature of the microenvironment in which 

they are immersed inducing apoptosis of the tumor cells, usually more sensitive to 

temperature increase compared to healthy cells [28–30]. 

MNPs are generally produced either by the coprecipitation of iron salts in basic 

aqueous media possibly stabilized by biocompatible surfactants/polymers or by the 

thermal decomposition of organometallic precursors in high-boiling nonpolar organic 

solvents at elevated temperatures (200–360 °C), allowing a great control of the size of 

the MNPs, their monodispersity and uniformity [31]. However, these methods have some 

drawbacks mainly derived from the high temperatures used, organic solvents or poor 

solubility of the nanoparticles in water. 
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Many of these drawbacks are overcome in biomimetic MNPs (BMNPs). These 

are produced by the mediation of magnetosome membrane-associated proteins (MAPs) 

from magnetotactic bacteria, and in vitro experiments have been demonstrated to control 

the size (and thus the magnetic moment per particle), shape, and surface properties of the 

nanoparticles [32,33]. BMNPs production can be scaled up in vitro in eco-friendly, cost-

effective magnetite precipitation experiments run at room temperature and 1 atm total 

pressure by the simple addition of the recombinant protein. Promising BMNPs have been 

obtained by the mediation of MamC protein from Magnetococcus marinus MC-1, since 

these BMNPs are (i) superparamagnetic at room and body temperature while they present 

a saturation magnetization of 61 emu/g (at 500 Oe and 25 °C); (ii) are larger than most 

commercial MNPs and/or other biomimetic magnetites, although still single magnetic 

domain, showing higher blocking temperature and slower magnetization increase, and 

thus, larger magnetic moment per particle; (iii) contain up to 4.5 wt% of MamC, which 

provides functional groups allowing for functionalization; and (iv) adopt the isoelectric 

point of MamC (pHiep 4.4), and are strongly negatively charged at physiological pH (pH 

7.4); this property allows the coupling and release of molecules to be pH-dependent. 

Thus, at physiological pHs, they bind to positively charged molecules (such as 

doxorubicin, DOXO hereafter) through electrostatic interactions, which are weaker at 

acidic pHs (such as those found in tumor microenvironments), allowing the release of the 

adsorbed molecules, and (v); they are fully cytocompatible and hemocompatible, but 

when they are coupled with DOXO they display dose-dependent cytotoxicity [33]. 

Recall that single-domain magnetic nanoparticles are characterized by a spin 

configuration such that in the absence of an external magnetic field, all spins are oriented 

parallel to each other and parallel or antiparallel to a crystallographic direction, called the 

easy (or anisotropy) axis [34–36], so that each particle is characterized by a large 

magnetic moment. Let us imagine for the moment that the particles are immobile, fixed 

in a non-magnetic matrix, with their easy axes oriented randomly. At very low 

temperature (or at very high frequencies of the external magnetic field, if this is non-

stationary), the transition between the two orientations along the easy axes can only be 

achieved by the application of sufficiently large external magnetic field, so that the 

magnetization-H curve will take the form of a square hysteresis cycle, according to the 

Stoner-Wohlfarth model [35,37]. As temperature rises above 0 K, the transition between 

the two orientations can be thermally activated, and the coercivity tends to be reduced, 
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eventually making hysteresis negligible. The same effect will be observed when the field 

frequency or the particle size is very low, since the coercive field HC is related to the 

anisotropy field Hk (in turn related to Keff, the effective magnetic anisotropy constant of 

the particles, and their saturation magnetization MS as Hk = 2 Keff /μ0MS) by [35]: 

𝐻𝐶 = 0.48𝐻𝐾(1 − κ0.8) (1) 

with 

κ =  
𝑘𝐵𝑇

𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉
 ln (

𝑘𝐵𝑇

4𝜇0𝐻0𝑀𝑠𝑓𝑉𝜏0
) (2) 

where kBT is the thermal energy, V is the particle volume (or, in the case of coated 

particles, the volume of the magnetizable core), μ0 is the vacuum magnetic permeability, 

H0 is the field amplitude, f is the field frequency, and the characteristic time τ0 depends 

on such quantities as temperature, saturation magnetization or anisotropy constant. It will 

be assumed to be a constant in the range of 10−10–10−9 s. If it is admitted that it suffices 

with HC being 0.01–0.1Hk to have reversible cycles and absence of hysteresis, then the 

combination of H0, f, V, and MS must be such that κ = 0.97–0.75. 

An approximate approach to the general solution of the problem, not using models 

based on the Stoner-Wohlfarth one is the so-called linear-response theory, where, keeping 

the assumption of immobile particles, it is found that the hysteresis cycle has its origin in 

the Néel-Brown relaxation, characterized by a relaxation time τN, which is a measure of 

the time taken by the system to return to equilibrium after application of a step magnetic 

field, or half the time needed for spontaneous inversion of magnetic moment orientation 

[38–40]. It is given by: 

τ𝑁 =  𝜏0exp (
𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉

𝑘𝐵𝑇
) (3) 

This brings about a delay between magnetization and field, or an imaginary 

component of the magnetic susceptibility, and manifests again in a finite area hysteresis 
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cycle, as long as the frequency of the field remains in the vicinity of 1/τN. This approach 

is only strictly valid for low applied magnetic field strength or highly anisotropic 

particles. 

For hyperthermia applications, the particles are typically dispersed in an aqueous 

solution, and hence they can rotate under field inversions so that viscous friction is an 

additional source of phase delay between magnetization and external field, and hence, an 

additional relaxation contribution to hysteresis. It is called Brownian relaxation, and it is 

characterized by a time τB: 

τ𝐵 =  
3𝜂𝑉𝐻

𝑘𝐵𝑇
 (4) 

where η is the viscosity of the medium, and VH its hydrodynamic volume (including, if 

any, that of the coating layer) [19,41,42]. Taking the value of Keff equal to 25 kJ/m3 for 

magnetite, the Brownian relaxation times for biomimetic (~35 nm in diameter, reported 

below) and purely inorganic particles (~18 nm) are, respectively, 14.4 μs, and 7.4 μs, and 

orders of magnitude higher in the case of magnetization reversal. This means that for the 

particle sizes and frequencies involved, the magnetic moment is frozen in the particle and 

the only heating source is friction, according to the linear response model. Considerations 

on the validity of the relaxation approach just described can be found in References [43–

46]. In the context of the linear response theory, if the alternating magnetic field has a 

frequency in the vicinity of the reciprocal of the mentioned times (f in the order of 70 kHz 

and 135 kHz, respectively), the imaginary component, χ´´, of the complex magnetic 

susceptibility is maximum, and this is important, as the dissipated power dW/dt is 

proportional to this quantity [28]: 

d𝑊

d𝑡
=  𝜇0𝜋𝜒′′𝐻2

0 (5) 

Another important aspect, not always considered, regards the stability of the 

particles in the suspension, compromised not only by the colloidal interactions but also 

by the magnetic dipolar ones. Hence the need for properly controlling the stability, as the 
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hyperthermia response degrades for aggregated systems [22,47] or when the monodomain 

range is surpassed [36,48]. 

Experimentally, the quantity of interest is the so-called Specific Absorption Rate 

(SAR), or heat released per unit mass of magnetic material (m) and per second: 

SAR =  (
𝐶𝑉𝑆

𝑚
)

d𝑇

d𝑡
 (6) 

C being the heat capacity of the suspension, VS its volume and dT/dt the rate of 

temperature increase [28,39]. Typical SAR values are in the order of tens to hundreds of 

W/g. In order to perform a comparison between different materials without the 

interference of the details of the specific device used (very often lab-made), a quantity is 

defined as a measure of the magnetothermal performance of a given suspension, namely, 

the Intrinsic Loss Power (ILP), given as: 

ILP =  
𝑆𝐴𝑅

𝑓𝐻0
2 (7) 

with typical values in the order of 10−9 Hm2kg−1. 

In this work, we explore the possibility of maximizing the hyperthermia effect 

(the rate of temperature rise, in fact) by combining the two types of magnetic particles 

(BMNPs and MNPs), differing in size and other properties. The goal of the present study 

is to provide a composition that could be used in the future as a platform for combining 

drug delivery and hyperthermia. The former particles, BMNPs, mediated by MamC have 

been chosen because of their demonstrated ability to function as nano-transporters of 

drugs, being the nanoassembly stable at physiological pH while it destabilizes releasing 

the drug under acidic pH values, which naturally occur in the tumor environment. The 

second ones, MNPs, have been chosen because of their potential as hyperthermia agents 

[33]. By mixing the two systems, we expect to deliver a system that, in the future may 

prove useful to combine both treatments, i.e. targeted chemotherapy plus targeted 

hyperthermia by using the same platform. To the best of our knowledge, the hyperthermia 
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of mixed systems has never been investigated, but advantages are foreseen regarding the 

possibility of optimizing the response. 

Experimental Section 

BMNPs and MNPs Production 

Details of the production process are given in Reference [32], and just a short 

account will be provided here. The MamC gene (ABK44766.1, NCBI Database) was first 

amplified by the polymerase chain reaction and cloned into pTrcHis-TOPO vector, and 

expressed in Escherichia coli TOP10 competent cells, both from Life Technologies, 

Invitrogen, Grand Island, NY, USA. The cells were grown at 37 °C in Luria-Bertani (LB) 

broth supplemented with ampiciline. After 5 h contact with isopropyl-β-d-

thiogalactopyranoside (IPTG, Fisher BioReagents, Pittsburgh, PA, USA) the expression 

of the recombinant MamC was induced. The cell pellet was resuspended in guanidinium 

lysis buffer overnight. The lysate was centrifuged, and the supernatant loaded onto a 

HiTrap chelating HP column (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) equilibrated with 

Denaturing Binding Buffer (A). The protein eluate was obtained with Denaturing Elution 

Buffer (B), and the final step was isolating the MamC protein by successive dialyzations 

with buffers A and B. The isolated protein was stored at 4 °C until used in the 

biomineralization process (all buffers were purchased from Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). 

The following step was the production of the MNPs and BMNPs (all reagents 

needed in this process were purchased from Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Milli-Q 

water (Millipore, Barcelona, Spain) was first deoxygenated by boiling it for 1 h and then 

cooling in an ice bath while bubbling nitrogen. The water was immediately stored inside 

an anaerobic chamber (Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA) with a 4% H2 in 

N2 atmosphere. The following solutions were prepared inside the chamber: 

NaHCO3/Na2CO3 (0.15 M/0.15 M), FeCl3 (1 M), Fe(ClO4)2 (0.5 M), and NaOH (5 M). 

The precipitation of inorganic magnetite (MNPs) was carried out as described in 

Reference [49], and consisted in mixing the prepared solutions to the final concentrations 

of 3.5 mM/3.5 mM, 5.56 mM, and 2.78 mM, respectively, at 25 °C and 1 atm. NaOH was 

added to reach a pH of 9. The biomimetic nanoparticles were obtained by adding the 

purified MamC protein (at a final concentration of 10 µg/mL) to the solution used for 
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MNPs. In both cases, the solids were allowed to grow for 30 days, and magnetically 

decanted and washed three times with deoxygenated water. The magnetic particles were 

kept in water inside the Coy chamber until further use. 

Nanoparticle Characterization 

The morphology and particle size of the synthesized nanocrystals were analyzed 

by Transmission Electron Microscopy (TEM Philips Model CM20, Eindhoven, The 

Netherlands) equipped with an energy dispersive X-ray spectrometer (EDAX). The size 

of the particles was measured by using ImageJ 1.47 software, and size distribution curves 

and ANOVA statistical analyses were determined from measurements performed on 1000 

particles. Averages were considered significantly different if p < 0.05. Powder x-ray 

diffraction (XRD) analysis was carried out on lyophilized samples with an Xpert Pro X-

ray diffractometer (PANalytical; Almelo, The Netherlands) using Cu Kα radiation, with 

the scan range set from 20–60° in 2θ (0.01°/step; 3 s per step). Electrophoretic mobility 

measurements were carried out in a Zetameter Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, 

UK) at 25 °C, in suspensions with 0.01% w/v solids concentration and constant ionic 

strength of 10 mM NaClO4. For each suspension, five measurement runs were taken. 

Magnetization cycles and zero-field cooled field-cooled (ZFC-FC) curves were obtained 

in an MPMS-XL SQUID magnetometer (Quantum Design, San Diego, CA, USA). The 

stability of the samples was evaluated optically by measuring the time evolution of the 

phase separation line between particles and medium. The samples were photographed at 

certain intervals. Afterward, the height and volume of each phase were determined 

through image processing and analyzed. 

Magnetic hyperthermia experiments were carried out using an AC current 

generator with a double four-turn coil made of water-cooled copper tube, 4 mm in inner 

diameter, with 800 mL/min flow rate, comparable to other experimental hyperthermia 

devices [50]. Three frequencies, namely, 197 kHz, 236 kHz, and 280 kHz were selected, 

with a fixed magnetic field intensity of 18 kA/m, measured at the center of the coil with 

a NanoScience Laboratories Ltd. Probe (Staffordshire, UK), with 10 μT resolution. These 

were the combinations accessible with our measurement system, but are close to those 

used by other authors [45,46,51]. The samples to be evaluated were placed in plastic 

Eppendorf tubes (1.5 mL sample volume). Four kinds of dispersed systems were 

evaluated, namely those based on pure MNPs or BMNPs, and mixtures containing 25% 
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BMNPs + 75% MNPs (here referred to as 25 B + 75 M), and 60% BMNPs + 40% MNPs 

(60 B + 40 M). This selection was based on using a combination with a predominance of 

inorganic MNPs and another one with a higher fraction of biomimetic particles in order 

to estimate the relative contribution of each type of particles. 

The SAR and ILP of the dispersions were obtained by measuring the rate of 

temperature increase as a function of time [19,52], with an optical fiber thermometer 

(Optocon AG, Dresden, Germany), and using Equations (6) and (7). Considering the 

rather low concentration of MNPs, the corrections proposed by Gas and Miaskowski [51] 

in the calculation of the heat capacity of the suspension did not appear necessary. All 

samples for hyperthermia were prepared with a solids concentration of 25 mg/mL. Note 

that this concentration is higher than usual in hyperthermia applications (more in the range 

of 1–10 mg/mL), but it was chosen with the aim of magnifying differences. At such 

concentrations, magnetic or colloidal interactions might likely affect hyperthermia, as 

increased stability seems to favor the temperature elevation, if the frequency of the 

magnetic field is selected in accordance with the size of individual, non-aggregated 

particles. In fact, in a previous work [22], we found that the hyperthermia response was 

improved if the suspensions were more stable, although the SAR of 20 nm magnetite 

suspensions was constant up to 2% (v/v) (or about 100 mg/mL) concentration. 

Results and Discussion 

Nanoparticle Characterization 

Figure 1B,D show representative TEM pictures of the two kinds of particles. Size 

histograms are represented in Figure 1A,C, respectively. The mean (± S.D.) diameters 

obtained from the histograms were 35 ± 11 nm for BMNPs and 18 ± 6 nm for the purely 

inorganic nanoparticles. Insets in the pictures also show that the shape of both kinds of 

particles is rather polyhedral, with better homogeneity in the biomimetic case. 
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Figure 1. Diameter histograms (A,C) and TEM pictures (B,D) of biomimetic (BMNPs) 

and purely inorganic (MNPs) magnetic nanoparticles. The scale bar in B, D is 200 nm. 

Figure 2 shows the XRD patterns of both samples. Note the good crystallinity in 

the two cases, and the excellent coincidence with the magnetite reference pattern (JCPDS 

card No 19-0629), being the main reflection for magnetite the 311 (d-spacing = 2.530 Å, 

for Cu Kα radiation, 2 is 35.44 degrees). The goethite diffraction lines are also 

superimposed in the figure, and only a low-angle peak seems to correspond to this oxide. 

Using Scherrer’s formula [53], the crystallite size was obtained for both samples from the 

half-intensity width of all the lines in the pattern, using specialized Rietveld software 

(TOPAS 5.0, Bruker, Hamburg, Germany). Calculated crystallite sizes for MNPs vary 

between 13.0 and 18.3 nm, while those for BMNPs vary between 13.1 and 22.5 nm. Thus, 

the calculated size from XRD data for MNPs matches that measured from TEM images. 

However, this is not the case for BMNPs for which we get smaller values than those 

measured with TEM. Recall that the crystallite size calculated from XRD data is a 

measure of the size of coherent diffraction domains, which can be smaller than the particle 

size if small discontinuities will make the domain lose such a coherency. It is true that 
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BMNPs could be polycrystals, but this is not what was found by High-Resolution TEM 

observations of BMNPs in Reference [54]. No discontinuities in lattice fringes were 

observed, and therefore, the polycrystallinity of BMNPs seems to be ruled out, at least 

for the majority of the BMNPs analyzed. However, Garcia-Rubia et al. [33] suggested the 

incorporation of MamC in the outer layers of the BMNPs crystals, that prevented the 

removal of the protein, and measured, in fact, that 5% of the total mass of the BMNPs is 

MamC. The presence of the protein would, most probably, induce some defects in the 

crystal structure, resulting in the loss of coherency in the diffraction. This is why, in 

BMNPs, the crystal sizes calculated from XRD are lower than those measured in TEM 

images. 

 

Figure 2. The XRD diffraction patterns of purely inorganic (MNPs) and biomimetic 

magnetic nanoparticles (BMNPs). The positions and intensities of crystallographically-

pure magnetite are labeled as M, and those of goethite as G. 

The magnetization of the two kinds of particles and an example of one of the 

mixtures (25 B + 75 M, in fact the most stable mixture, as will be discussed below) is 

plotted in Figure 3A,B for two temperatures, 5 K and 300 K. The detail in Figure 3 shows 

that some really low remnant magnetization (about 20 emu/g at most), and coercivity can 

be measured at 5 K, with the interesting feature that this is maximum for the mixed 

system. This can be ascribed to some degree of aggregation between the two kinds of 

particles, as at the pH of the aqueous suspensions in which the mixtures were prepared 

they are oppositely charged (see detailed below), and electrostatic attraction cannot be 

ruled out. For room temperature measurements, the magnetization shows no hysteresis, 

and the particles behave as paramagnetic. This is characteristic of superparamagnetism, 
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as mentioned. At room temperature, the saturation (mass) magnetization reaches 66 

emu/g in the case of MNPs and 25 B + 75 M, and 55 emu/g in the case of BMNPs. 

Considering the dilution effect of the coating caused by the incorporation of MamC [33], 

the corrected value of saturation magnetization is 61 emu/g for BMNPs, and 70 emu/g 

for 25 B + 75 M. 

 

Figure 3. Magnetization cycles of MNPs (■), BMNPs (●), and 25 B + 75 M (♦) at 5 K 

(top), and 300 K (bottom). Magnifications of the low-field region are also plotted. 

Zero-field cooling-field cooling (ZFC-FC) curves at 500 Oe (39.8 kA/m) (see 

Figure 4) show that the blocking temperature (maximum in the ZFC cooling curve, the 

lower branch in each case, corresponding to the rounded appearance of the curve [55]) is 

103 K for MNPs, 145 K for BMNPs and 180 K for 25 B + 75 M, and that at temperatures 

higher than blocking temperature, (including 300 K and above in all cases), these particles 

will behave as non-magnetic in the absence of an external magnetic field, confirming the 
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superparamagnetic nature of the two kinds of particles. This prevents magnetic 

aggregation, a very favorable feature of the systems investigated.  

 

Figure 4. Zero field cooling-field cooling (ZFC-FC) curves of MNPs (■), BMNPs (●), 

and 25 B + 75 M (♦).  

However, once an external magnetic field is applied, the nanoparticles will 

respond efficiently. From these results, it can be inferred that either the bare MNPs and 

BMNPs, or their mixtures, appear as ideal candidates for the purpose of hyperthermia, 

drug delivery or combinations thereof. 

Zeta Potential 

For the purpose of drug loading and delivery, the ability of the nanoparticles to be 

coupled to molecules forming stable nanoassemblies at physiological pH and to release 

the drug at the precise time, as well as the stability, drug-particle or cell membrane-

particle interactions, among other properties, are strongly determined by the surface 

charge, or, alternatively, by the zeta potential , of the particles when dispersed. 

Calculations of the zeta potential were done from the measurements of the electrophoretic 

mobility of the particles BMNPs and MNPs by means of O’Brien and White’s general 

theory [56]. As one can see in Figure 5, the isoelectric point (pHiep or pH of zero ) of 

MNPs was obtained at pH 7.0, while for BMNPs it was 4.4. This zeta potential plot 

reveals significant differences between both types of nanoparticles. They are positively 

charged at low pH values and negatively charged at high pH, but BMNPs change from 

positive to negative at quite a different pH: this suggests that the MamC protein is 

affecting the surface of the particles, and it is probably located mainly at the interface. In 
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fact, the investigations by Nudelman et al. [57], and other authors [54,58] on the 

biomineralization mechanism induced by this protein demonstrate that the particularity 

of MamC is the template effect for magnetite nucleation and growth that this protein 

exerts. The two negatively charged amino acids Asp70 and Glu66, located in MamC loop, 

are separated by ~ 8 Å, and this distance can match the disposition of iron cations on 

(100), (110), and (111) faces. Therefore, the crystal could grow in an orderly manner, first 

from the Fe cations available in solution and then, since the amount of Fe in solution is 

limited, at the expense of the release of the Fe cations adsorbed in other negatively 

charged moieties of MamC. Since the process of nucleation is kinetically favored by this 

template effect, it is precisely those exposed amino acids that act as nucleation sites. 

Therefore, the restricted number of nucleation sites in the presence of MamC compared 

to the process of homogeneous nucleation from the bulk solution allows the formation of 

larger crystals in the former. Moreover, since (100), (110), and (111) faces show up in 

the final morphology of the BMNPs [57], it can be concluded that, while exerting this 

template effect for the nucleation, the protein prevents the growth of the crystal on these 

specific directions. 

Figure 5. Zeta potential of purely inorganic MNPs (■) and biomimetic magnetic 

nanoparticles BMNPs (●). 

The shift of the isoelectric point of the BMNPs relative to that of MNPs make the 

former adequate nanocarriers, a fact that is important for the sought application. Since 

most common drugs for cancer therapy are positively charged at physiological pH, they 

could be electrostatically attached to BMNPs at such pH values, resulting in a stable 

nanoassembly. On the contrary, when they eventually reach the tumor (acidic pH values), 

the drug releases from the BMNPs, as the charge of the latter at acidic pH values is nearly 
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zero [33]. That makes the BMNPs better drug nanocarriers compared to MNPs, as in the 

former the release of the drug can be controlled by an external factor, as it is a change in 

the environmental pH value. This feature is absent in MNPs, as their charge is positive 

anywhere below pH 7. 

Stability 

 

Figure 6. Height of the sediment volume relative to its initial value as a function of time 

for MNPs (■), BMNPs (●), 60 B + 40 M (▲), and 25 B + 75 M (♦). Inset: Short-time 

detail. 

Like in many other applications, the use of magnetic nanoparticles in health 

applications requires to ensure sufficient stability. Previous results from our laboratory 

demonstrated that, specifically when it comes to hyperthermia applications, the stability, 

either electrostatically or polymerically achieved, is an essential factor for optimizing the 

performance of the system [22]. Hence, in this part of the study, we focus on the 

possibility of improving hyperthermia by favoring stability. It must be recalled that 

superparamagnetic nanoparticles interact attractively through van der Waals interactions 

and dipolar magnetic ones (if remanence is not negligible, which is not our case at room 

temperature, see Figure 3). Furthermore, the repulsive interactions due to the surface 

charge will be very low at physiological pH values in the case of MNPs, and larger in the 

case of BMNPs (Figure 5). In addition, steric hindrance could contribute to the stability 

of the biomimetic nanoparticles through the presence of surface MamC molecules. In 

order to confirm this possibility, we evaluated the sedimentation behaviour vs. time of the 

samples (pure end members and mixtures of BMNPs and MNPs). The time evolution of 

the boundary between sediment volume (height h) and clear supernatant, relative to the 
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initial height h0, will be used as a simple test of stability. Data are plotted in Figure 6. 

Surprisingly, it can be observed that, although the stability of bare MNPs is lower than 

that of BMNPs, as expected from the steric and electrostatic repulsions due to the MamC 

coating, adding BMNPs to the former at a relative concentration of 25/75 (25 B + 75 M) 

brings about a measurable increase of stability. This may be the result of a compromise 

between the smaller size of MNPs favoring stability and the addition of the protective 

coating represented by the BMNPs. As a result, an ideal system with a mixed composition 

emerges. 

Performance in Hyperthermia 

As a novel field of application of the two kinds of particles and their mixtures, we 

consider to what extent they are efficient magnetic hyperthermia agents. Figure 7 shows 

the time evolution of the temperature of the suspensions of MNPs, BMNPs and the two 

mixtures 25 B + 75 M and 60 B + 40 M under the influence of an alternating magnetic 

field at the indicated frequencies and a fixed magnetic field strength of 18 kA/m. All types 

of nanoparticles are able to raise the temperature, the fastest rise occurring for the highest 

frequency. This effect is particularly visible at longer times. The rate of temperature 

increase is maximum (~34 °C/min) in mixture 25 B + 75 M and minimum in BMNPs 

(~17 °C/min) at the highest frequency. It appears that inorganic MNPs are better 

hyperthermia agents than BMNPs. This justifies their presence in the mixtures under 

study. They make it possible to design a composition of nanoparticles that (i) can be 

guided to the target by the application of an external magnetic field; (ii) behave as suitable 

drug nanocarriers, stable at physiological pH values and from which the drug release is 

dependent of an external stimuli, e.g., acidic tumor environment (these are the BMNPs); 

(iii) produce a fast increase of the temperature of the system upon the application of an 

external magnetic field (these are the MNPs). 

In fact, maximum SAR (up to 96.2 W/g) and ILP (1.26 nHm2kg−1) values were 

obtained for the 25 B + 75 M sample followed by MNPs, 60 B + 40 M and, finally, 

BMNPs (Figure 8, Table 1). The lower heating induced by BMNPs is probably related to 

the larger size of the particles and to the presence of MamC attached to their surface, 

which probably hinders the rotation of the nanoparticles. The increased SAR and ILP 

values obtained for the 25 B + 75 M samples is promoted by stability, as single particles 

with close-to-spherical symmetry rotate under the action of the field less impeded than in 
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the case of aggregated particles. In addition, it is likely that the field frequencies used are 

closer to those of maximum phase lag between magnetization and field, for the MNPs 

than for the BMNPs, so the latter would play here the role of favoring stability. 

 

Figure 7. Time evolution of the temperature of the MNP suspensions, for different 

frequencies: 197 kHz (●), 236 kHz (▲), and 280 kHz (). Field strength: H0 = 18 kA/m. 

Sample volume 0.5 mL; particle concentration: 25 mg/mL 

 

Figure 8. Frequency dependence of (A) SAR and (B) ILP, for the investigated systems. 

MNPs (■), BMNPs (●), 60 B + 40 M (▲), and 25 B + 75 M (♦). Magnetic field strength: 

18 kA/m; particle concentration: 25 mg/mL 
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Table 1. Summary of Specific Absorption Rate (SAR), Intrinsic Loss Power (ILP) 

calculations, and temperature increase after 60 s exposition time, ΔT, for the different 

samples tested [inorganic Magnetic Nanoparticles (MNPs) and MamC-medianted 

Biomimetic Magnetic Nanoparticles (BMNPs)] , and the field frequencies indicated. 

System Frequency f [kHz] SAR [W/g] ILP [nHm2kg-1] ΔT [ºC] 

MNPs 

197 64 ± 5 1.01 ± 0.07 20.2 ± 0.2 

236 80 ± 5 1.04 ± 0.06 25.2 ± 0.2 

280 87 ± 6 0.96 ± 0.06 28.3 ± 0.2 

BMNPs 

197 32 ± 3 0.50 ± 0.04 11.6 ± 0.2 

236 36 ± 3 0.47 ± 0.04 12.9 ± 0.2 

280 47 ± 3 0.52 ± 0.03 16.7 ± 0.2 

60 B + 40 M 

197 57 ± 4 0.90 ± 0.06 18.1 ± 0.2 

236 62 ± 6 0.81 ± 0.07 21.6 ± 0.2 

280 75 ± 8 0.82 ± 0.09 27.5 ± 0.2 

25 B + 75 M 

197 73 ± 3 1.15 ± 0.05 28.5 ± 0.2 

236 83 ± 3 1.08 ± 0.04 30.5 ± 0.2 

280 96 ± 2 1.26 ± 0.03 34.1 ± 0.2 

   

Conclusions 

The present study intended to find an appropriate combination of magnetic 

nanoparticles that provide suitable targeted hyperthermia, and potentially proper 

conditions for being loaded with a positively-charged drug at a neutral pH while releasing 

it at the acid tumor environment. Both inorganic (MNPs) and biomimetic (MamC-

mediated, BMNPs) nanoparticles have been proven to be superparamagnetic, having a 

blocking temperature lower than 300 K, therefore behaving as paramagnetic at this 

temperature (thus preventing magnetic agglomeration) but exhibiting a relatively high 

saturation magnetization in the presence of an external magnetic field, being thus able to 

be magnetically guided to a selected target site. BMNPs have been found to bind different 

molecules based on electrostatic interactions, forming stable nanoassemblies at 

physiological pH, based on the change in the isoelectric point (iep) of the nanoparticles 

induced by MamC (iep = 4.4). In contrast, MNPs are not as good candidates for that 
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purpose, since their pHiep is around 7. The adsorption of a positively charged drug as 

doxorubicin on BMNPs would be favored at neutral pH, and at the same time its release 

would also be enhanced as the system acidifies (like in tumor microenvironments) 

approaching the iep of the BMNPs. However, while potentially good nanocarries, 

BMNPs are not as good agents for hyperthermia as MNPs. Therefore, the present study 

offers a composition of nanoparticles, namely, 25% BMNPs + 75% MNPs that, while 

having the maximum hyperthermia response, likely related to improved stability of the 

sample, is also suitable as a drug nanocarrier designed to deliver the drug in response to 

changes in the environmental pH. Therefore, the combination of inorganic and 

biomimetic nanoparticles potentially allows combined targeted chemotherapy and 

targeted hyperthermia. 
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Abstract 

The design of novel nanomaterials that can be used as multifunctional platforms allowing 

the combination of therapies is gaining increased interest. Moreover, if this nanomaterial 

is intended for a targeted drug delivery, the use of several guidance methods to increase 

guidance efficiency is also crucial. Magnetic nanoparticles (MNPs) allow this 

combination of therapies and guidance strategies. In fact, MNPs can be used 
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simultaneously as drug nanocarriers and magnetic hyperthermia agents and, moreover, 

they can be guided toward the target by an external magnetic field and by their 

functionalization with a specific probe. However, it is difficult to find a system based on 

MNPs that exhibits optimal conditions as a drug nanocarrier and as a magnetic 

hyperthermia agent. In this work, a novel nanoformulation is proposed to be used as a 

multifunctional platform that also allows dual complementary guidance. This 

nanoformulation is based on mixtures of inorganic magnetic nanoparticles (M) that have 

been shown to be optimal hyperthermia agents, and biomimetic magnetic nanoparticles 

(BM), that have been shown to be highly efficient drug nanocarriers. The presence of the 

magnetosome protein MamC at the surface of BM confers novel surface properties that 

allow for the efficient and stable functionalization of these nanoparticles without the need 

of further coating, with the release of the relevant molecule being pH-dependent, 

improved by magnetic hyperthermia. The BM are functionalized with Doxorubicin 

(DOXO) as a model drug and with an antibody that allows for dual guidance based on a 

magnetic field and on an antibody. The present study represents a proof of concept to 

optimize the nanoformulation composition in order to provide the best performance in 

terms of the magnetic hyperthermia agent and drug nanocarrier. 

Introduction 

The need to combine therapies to increase efficiency is gaining relevance, 

especially in the context of cancer [1,2]. Not only is drug combination necessary, but 

therapy combination too, ideally localized at the target site and possibly by using the same 

platform for a simultaneous application of several therapies. In the context of cancer, this 

is especially relevant because all the most consolidated therapies (surgery, radiotherapy, 

chemotherapy, and photodynamic therapy) are not fully effective, especially chemo- and 

radiotherapy, which provoke severe side effects due to their lack of specificity [3]. For 

this reason, alternative strategies are becoming attractive, and among them, magnetic 

hyperthermia (MH) is one of the most promising [4]. MH is the result of the application 

of an alternating magnetic field (AMF) to hyperthermia agents (such as iron oxide or gold 

nanoparticles) that, as a result, generate local heat at the tumor site. Such a local 

temperature increase induces the apoptosis or necrosis of tumor cells, which are more 

sensitive than normal healthy cells to the increased temperature of about 43 °C [5,6]. The 

other advantage of this approach is that MH can penetrate tissues in depth. Therefore, 
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MH is a strong candidate to be used along with other more consolidated therapies, such 

as chemotherapy, to generate a synergy between the two treatments that increases the 

efficiency of the individual ones. 

However, in order to be able to combine both therapies, a magnetic hyperthermia 

agent must be, at the same time, an efficient drug nanocarrier. To better perform its 

activity, the nanocarrier/hyperthermia agent should be specifically directed and 

concentrated at the target site, and this could be reached both by magnetic guidance and 

by a specific probe recognizing a tumor marker. Magnetic nanoparticles could be a 

suitable system for this goal. In fact, their magnetic properties and their ability to be 

functionalized by different molecules, including antibodies or enzymes, make them 

strong candidates to be used as a multifunctional platform for drug delivery and magnetic 

hyperthermia [7–9]. Nevertheless, it is difficult to find a magnetic nanoparticle that is 

efficient for both therapies, in addition to the obvious characteristics of being 

biocompatible and biodegradable. On one hand, the ideal magnetic nanoparticles should 

be superparamagnetic, i.e., behave as paramagnetic in the absence of an external magnetic 

field to avoid aggregation, but displaying a high magnetic susceptibility once an external 

magnetic field is applied. To increase the efficiency of the magnetic guidance, they should 

have an optimized magnetic moment per particle. These characteristics would allow the 

nanoparticle to respond to both a continuous gradient magnetic field used to guide them 

to the target, and to an alternating magnetic field, used for magnetic hyperthermia. In 

order to deliver nanoparticles with these characteristics, their composition, size, and shape 

should be optimized. For instance, magnetite nanoparticles with sizes within the range of 

4–27 nm [10–12] and cuboctahedral versus cubic have been demonstrated to show the 

highest specific absorption rate (SAR) values for magnetic hyperthermia [13]. On the 

other hand, and to be able to combine magnetic hyperthermia with targeted drug delivery, 

the magnetic nanoparticles should be easily functionalized with different moieties, e.g., a 

drug and a probe, and to this goal, they should provide a chemical surface pattern 

mediating the binding for these molecules. 

Inorganic magnetic nanoparticles (M) have proven to be excellent hyperthermia 

agents because of their small size (<30 nm), which optimizes their magnetic hyperthermia 

response by both magnetic Néel and Brownian relaxation, and by hysteresis losses 

[14,15]. However, this small size also compromises their magnetic moment per particle, 

and therefore the efficiency of the magnetic guidance [16]. Moreover, these MNPs need 
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the addition of different functional groups to be functionalized with the relevant molecule, 

a process that shields the already not optimal magnetic moment per particle [17,18]. 

Therefore, inorganic MNPs could be good magnetic hyperthermia agents, but they are 

not optimal drug nanocarriers. 

On contrary, MamC-mediated biomimetic magnetic nanoparticles (BM), which 

are synthetized in presence of the MamC magnetosome membrane associated protein 

from Magnetococcus marinus MC-1, display different properties compared to those of 

MNPs. This is a consequence of the mediation of the MamC protein in the nucleation and 

growth of the magnetite crystal, and of its presence of up to 5% at the surface of the 

nanocrystal [19,20]. Because of the unique template exerted by the protein, the nucleation 

of the biomimetic magnetic nanoparticles is controlled by MamC, resulting in BM that 

are larger than most M (average size of BM in the range 30–40 nm), and display a larger 

magnetic moment per particle while being superparamagnetic. Another unique feature of 

these BM is their surface properties. The presence of MamC attached to the surface of the 

BM provides functional groups to the nanoparticle without the need of additional coating 

and, also shifts the isoelectric point from 7 for M to 4.4 for the BM [20]. This is crucial 

in making these BM optimal drug nanocarriers for two reasons: (1) at physiological pH 

values, BM are able to bind positively charged molecules through electrostatic 

interactions, which are weakened at acidic pHs (such as those found in tumor 

microenvironments), allowing the release of the adsorbed molecules [20,21]; (2) thanks 

to these electrostatic interactions, it is possible to attach to them not only the 

chemotherapy drug, but also to an active targeting agent, like a monoclonal antibody 

(mAb), as demonstrated previously by Peigneux et al. [22]. However, although these BM 

are optimal drug nanocarriers, they do not display as strong a magnetic hyperthermia 

response as that exhibited by M [23]. 

As a consequence of that, a previous study by Iglesias et al. [23] explored the 

possibility of mixing M and BM in different proportions to come up with a 

nanoformulation that could be used to simultaneously combine drug delivery and the 

hyperthermia effect. These authors show how the combination of 75% M and 25% BM 

had an optimal response upon the application of an alternating magnetic field and 

proposed this mix as the optimum nanoformulation for the potential combination of the 

two therapies. However, in their study, BM were not functionalized, and therefore the 
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potential of this nanoformulation as a drug nanocarrier was anticipated, but not proven. 

In addition, in this case, only magnetic guidance was analyzed. 

In the present study, we go further with this previous idea of analyzing mixtures 

of M (previously referred as MNP [19]) and BM (previously referred as BMNP [19]) but, 

in this case, BM are functionalized with the model chemotherapy agent Doxorubicin 

(DOXO; here referred to as binary BM, i.e., BBM) and a monoclonal antibody (here 

referred as ternary BM, i.e., TBM). Therefore, the potential use of the multifunctional 

nanoformulation, which is susceptible of a dual guidance to the target site (mediated by 

the magnetic field and the monoclonal antibody) and can combine two therapeutic 

approaches (i.e., drug delivery and hyperthermia), is studied as a proof of concept for 

future in vivo applications. 

Experimental Section 

M and BM Synthesis 

MamC expression and purification were performed as previously described by 

Valverde-Tercedor et al. [19]. Escherichia coli TOP10 (Life Technologies: Invitrogen, 

Grand Island, NY, USA) was transformed with the plasmid pTrcHis-TOPO (Life 

Technologies: Invitrogen) used as a vector of the MamC protein-coding gene 

(Mmc1_2265) coupled to a hexahistidine tag coding sequence at its 5′ terminus. These 

cells were grown at 37 °C and MamC overproduction was induced with isopropyl-1-thio-

β-D-galactopyranoside (IPTG). Once expressed, the purification of the protein was 

carried out under denaturing conditions by fast protein liquid chromatography (FPLC, GE 

Healthcare) by using immobilized metal affinity chromatography (IMAC, GE Healthcare, 

Chicago, IL, USA). Lastly, dialysis was performed for a gradual removal of urea, which 

allowed MamC to refold progressively, and the purity was evaluated by SDS-PAGE 

electrophoresis. 

The synthesis of pure magnetic nanoparticles (here referred as M) was carried out 

at 25 °C and 1 atm total pressure using the following master solution: Fe(ClO4)2 (2.78 

mM), NaHCO3/Na2CO3 (3.5 mM/3.5 mM), FeCl3 (5.56 mM), and pH 9, elaborated from 

oxygen-free stock concentrated solutions of the individual compounds (protocol 

described in [19,24]). The biomimetic nanoparticles (BM) were obtained by adding the 
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purified MamC protein (at a final concentration of 10 µg/mL) to the solution used for M. 

All experiments were done under anaerobic conditions inside an anaerobic Coy chamber 

(96% N2/4% H2, Coy Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA). Samples were 

incubated for 30 days before the solids were magnetically decanted and washed three 

times with deoxygenated Milli-Q water. The magnetic particles were kept in water inside 

the Coy chamber until further use. 

Functionalization of the BM 

BM were functionalized with AR-3 mAbs (IgG1), which was raised against the 

A431 epidermoid carcinoma (ATCC® CRL-1555™, Manassas, Virginia, US), which was 

used as immunogen. The mAb was selected for its reactivity against carcinoma cells, 

including those of the gastro-enteric tract, and indeed, it lacks reactivity with normal 

epithelial cells, as well as with cells of mesenchymal origin, such as fibroblasts, blood 

cells and sarcomas [25]. The antigen recognized by AR-3 mAb, which because of its 

specificity for carcinomas was called CAR-3, is a mucin-like molecule of approximately 

400 kDa molecular weight and the epitope was found to be of carbohydrate nature, since 

it is sensitive to the metaperiodate treatment, but not to proteolytic enzymes [26]. BM 

were functionalized also with the chemotherapeutic agent DOXO (Sigma-Aldrich, 

Madrid, Spain). In both cases, functionalization was carried out as described by Iafisco et 

al. [27]. Briefly, 5 mg of BM were mixed with 1 mg/mL of mAb or DOXO suspended in 

HEPES buffer at pH 7.4 for 24 h, inside hermetically closed bottles to avoid magnetite 

oxidation at 25 °C, in rotation on a wheel. The DOXO-BM complexes were the so-called 

binary nanoparticles (BBM). Ternary nanoassemblies (mAb-DOXO-BM, here called 

TBM) were produced with the same protocol in two steps, coupling first the mAb and 

then DOXO. At the end of each incubation, particles were collected with a magnet and 

washed three times with HEPES buffer. Supernatants and the washings were mixed and 

the amounts of mAb and DOXO measured by UV–Vis spectroscopy (λ = 280 and 490 

nm, respectively) were detracted from the amount initially incubated and similarly 

measured, to quantify the amounts of bound ligands. Functionalization efficiency was 70 

± 10% for DOXO and 40 ± 10% for AR-3 mAb corresponding to about 140 ug of DOXO 

and 80 ug of mAb/mg BM. 
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Nanoparticles Characterization 

The morphology and size of the synthesized nanoparticles were analyzed by 

transmission electron microscopy (TEM Philips Model CM20, Eindhoven, The 

Netherlands) equipped with an energy dispersive X-ray spectrometer (EDAX). The size 

of the particles was analyzed by using ImageJ 1.47 software. The ζ potential, 

hydrodynamic radius and hysteresis cycles were measured as already described by 

García-Rubia et al. [20] using Malvern Zetasizer software (Malvern Instruments, 

Malvern, Worcestershire, UK) and a superconducting quantum interference device 

(SQUID) 5 T magnetometer (Quantum Design MPMS XL, San Diego, CA, US), 

respectively. Powder X-ray diffraction (XRD) analysis was performed with an Xpert Pro 

X-ray diffractometer (PANalytical, Almelo, The Netherlands) by using the Cu Kα 

radiation, 20°–60° in 2θ (0.01°; 3 s). Fourier-transform infrared (FT-IR) analysis was 

carried out using a FT-IR spectrometer (model 6600, Jasco, Tokio, Japan) equipped with 

an attenuated total reflection (ATR) diamond crystal window (ATR ProOne). The surface 

of the sample was pressed against the ATR window and infrared spectra were acquired. 

A total of 100 scans were collected in the wavenumber range from 4000 to 400 cm⁻1, at 

2 cm⁻1 of resolution. 

Stability Evaluation 

The colloidal stability of the samples was determined optically by means of 

recording the sedimentation process of the different nanosystems. The time evolution of 

the phase separation line between the particles and medium of each sample were 

photographed at certain intervals. Afterwards, the height and volume of each phase were 

determined through image processing and analyzed. A volume of 0.5 mL 30 mg/mL of 

these different nanoparticles was shaken in a vortex for 1 min (time zero of the 

experiment) and allowed to sediment. For each experiment, the end of the sedimentation 

time was considered when a pellet formed at the bottom of the tube. 

Hyperthermia Experiments 

A current AC generator was used to perform the hyperthermia experiments. The 

setup consists of induction heating coils made by 4 turns of water-cooled copper, a power 

supply, and a chiller to maintain the temperature of the coil. Four frequencies, namely 

143, 163, 205, and 273 kHz were selected, with a fixed magnetic field intensity of 12.5 
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kA/m, measured at the center of the coil, with an AC magnetic probe (NanoScience 

Laboratories Ltd., Newcastle, UK). 

All samples were prepared in plastic 1.5 Eppendorf tubes, with a volume of 0.5 

mL and a concentration of 30 mg/mL. Four types of dispersed systems were evaluated, 

namely those based on pure magnetic nanoparticles M, pure TBM, and mixtures 

containing 25% TBM + 75% M (25 TBM + 75 M) and 60% TBM + 40% M (60 TBM + 

40 M). 

For the measurement of hyperthermia, all samples were previously pre-thermized 

at 37 °C. The temperature increase as a function of time was measured with a fiber optic 

thermometer (Optocon AG, Dresden, Germany), and the specific absorption rate (SAR) 

and intrinsic loss power (ILP) of the different systems were calculated [28,29] using 

Equations (1) and (2): 

SAR = (
𝐶 · 𝑉𝑠

𝑚
)

d𝑇

d𝑡
 (1) 

ILP =
𝑆𝐴𝑅

𝑓𝐻0
2 (2) 

where C is the specific heat capacity of the sample (CWater = 4185 J/g/K), VS is the sample 

volume (0.5 mL in the reported experiments), and m is the mass of solids in the sample 

(15 mg). 

Nanoformulation as Nanocarriers: Effect of Hyperthermia on DOXO 

Release 

The effect of hyperthermia on the DOXO release from the nanoformulation that 

yielded better hyperthermia results was evaluated as described by Peigneux et al. [22]. 

Briefly, an alternating magnetic field (f = 130 kHz, H0 = 20 kA/m) was applied to the 

suspension of the 25 TBM + 75 M nanoassemblies prepared at pH 7.4 and 5.0, and DOXO 

release was measured at different time points up to 75 min. At specific intervals, the 

nanoassemblies were separated from the supernatant using a magnet and the tube was 

refilled with fresh buffer to continue the following time points. The magnetic field 

strength was controlled manually to ensure a constant temperature of 43.0 ± 0.5 °C. 
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Identical samples kept in a thermostatic bath at 43 °C were used as control. Supernatants 

were measured 3 times by UV-Vis spectroscopy (λ = 490 nm). 

Cell Cultures 

The HT-29 cell line (ATCC® HTB-38™, Manassas, Virginia, US), derived from 

a human colorectal adenocarcinoma, was maintained in Minimum Essential Medium 

(MEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) with 2 mM l-

glutamine, 1% nonessential amino acids, 100 U/mL penicillin, and 100 μg/mL 

streptomycin in a humid atmosphere with 5% CO2 as 37 °C. Cells were splitted when at 

80–90% confluency. 

Cytocompatibility and Cytotoxicity of the Nanoassemblies 

HT-29 cells were seeded in 96-well plates, incubated for 24 h, and then for 72 h 

with 150 or 300 µg/mL of BM, M, TBM, nanoassemblies (25 BM + 75 M or 25 TBM + 

75 M), and equimolar amounts of soluble DOXO coupled to the different nanoassemblies 

(TBM and 25 TBM + 75 M). To determine the effect of magnetic hyperthermia on cell 

viability, in another set of experiments, HT-29 were incubated with the maximum 

concentration (300 µg/mL) of M, TBM, and the nanoassembly 25 TBM + 75 M for 24 h 

to allow the internalization of the nanoassemblies. After the incubation time, cells were 

exposed to AMF for 2 h. Finally, the viability was evaluated by the MTT colorimetric 

assay, as already described [30]. Briefly, 10 μL of the MTT 5 mg/mL in phosphate 

buffered saline (PBS) solution was added to the plate, incubated at 37 °C for 2 h, and 

supernatants were removed. DMSO was added to dissolve the formazan crystals and the 

optical density was measured. The value obtained from the analyses of untreated cells run 

in parallel was taken as 100% viability and all the other values were normalized to the 

former. Experiments were performed in triplicates. 

Statistical Analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 8.4.2 for 

Windows, GraphPad Software (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA). For 

nanoparticles size characterization, size distribution curves and ANOVA statistical 

analyses were determined from measurements performed on 1000 particles. Averages 

were considered significantly different if p < 0.05. For in vitro biological analysis, data 

represent means ± SD of three independent experiments performed in triplicate, and 
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statistical analyses were carried on using two-way ANOVA, with a Bonferroni`s post-test 

for grouped analysis. Statistical differences between the treatments were considered 

significant when p values were p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**), and p ≤ 0.001 (***). 

Results and Discussion 

Nanoparticle Characterization 

As shown in Figure 1A,B, M display poorly faceted crystals faces, while BM show 

well defined faces with different morphologies (square, rhombic, or rectangular, among 

others). The size of M was up to 30 nm, according to the size distribution histogram 

obtained from the TEM images measurements (Figure 1C,D), with an average crystal size 

of 15 ± 8 nm. On the contrary, BM show a size range from 10 to 60 nm, with an average 

size of 36 ± 8 nm. Statistical analysis (ANOVA test) reveals that the size differences 

between the two types of nanoparticles are statistically significant (at α < 0.05), with a 

probability of 7.8 × 10⁻9. The XRD patterns of M (Figure 1G) and BM (Figure 1H) 

demonstrate the good crystallinity of both types of magnetite nanoparticles, with the 

diffractions being peaks coincident with those of the reference magnetite. In fact, the 

diffraction peak with the highest intensity corresponds to the 311 magnetite reflection. 

The hysteresis loop of M and BM show the ferromagnetic character of these nanoparticles 

at 5 K and with no external field applied, showing remaining coercivity. However, at 300 

K, the nanoparticles display zero coercivity in the absence of an external magnetic field, 

revealing their superparamagnetic behaviour (Figure 1E,F). The magnetization saturation 

of M and BM at 300 K is 63 emu/g and 55 emu/g, respectively, with BM showing less 

magnetization saturation because of the presence of the 5% of the MamC in the latter, as 

previously showed by García-Rubia et al. [20]. 

The ζ potential values for BM and M reveal that both nanoparticles display 

different charge at physiological pH (Figure 2A). While M are neutral, BM are negatively 

charged (−20 mV), which facilities their functionalization with the relevant molecule at 

this physiological pH value mediated by electrostatic interactions. The BM used in this 

work were functionalized with DOXO and with the AR-3 mAb. This antibody, an IgG1, 

was chosen as a ligand model, since it reacts with a biomarker specifically expressed on 

different types of carcinomas, in particular those of the gastro-enteric tract, and in 

particular with a carbohydrate epitope present on a high molecular weight mucin [25,26]. 



Capítulo III 

303 

 

The ability of these nanoparticles to be easily functionalized is conferred by the MamC 

protein. As shown in Figure 2A, at the pH value at which BM functionalization was 

carried out (pH value of 7.4), BM had a ζ-potential value of about −20 mV, and therefore 

they were negatively charged. At this pH value, the monoclonal antibody is slightly 

positively charged and DOXO is also positively charged due to -NH3
+ groups exposed in 

aqueous solution, thus allowing the coupling of these two molecules to the BM based on 

electrostatic interactions. Identical behaviour was shown when these BM were 

functionalized with the monoclonal antibody DO-24 [22]. This is the great advantage of 

these BMs, which do not need further coating with other molecules that could alter the 

nanoparticles or their performance in biological systems, as previously shown by the 

covering of nanoparticles with AMPTES [31]. The coupling of DOXO and of the 

antibody to the BMs was extensively characterized by Peigneux et al. [22] (both the 

kinetics and thermodynamics of the coupling process and the structure and functionality 

of the relevant molecules after coupling), which shows that, under the conditions of the 

experiment, ~50% of the initial mAb in solution were first adsorbed on the BM and, after 

further coupling with DOXO, ~80% of the initial DOXO in solution was adsorbed at the 

plateau. As shown in Figure 2, the coupling of BM with DOXO and with the AR-3 mAb 

changes the surface properties of the nanoformulation. In fact, the ζ potential values for 

TBM are similar to those exposed by M nanoparticles, i.e., neutral at physiological pH. 

This result indicates that the negatively charged functional groups that MamC was 

previously exposing are now masked by DOXO and by AR-3 mAb. This 

functionalization is further confirmed by FT-IR analysis. The FT-IR spectrum of TBM 

(Figure 2B) shows absorption peaks characteristics of bonds present in the different 

elements that constitute the TBM nanoparticles. The sample shows signals at 3200, 2890, 

1585, 1282, 1114, 1070, and 988 cm−1 (marked in red), which are characteristics of the 

DOXO molecule [32]. On the other hand, the spectra shows the relevant absorption peaks 

associated with the Amide I (1658 cm−1), II (1538 cm−1), and III (1242 cm−1) (marked in 

green), characteristics of mAb [33,34]. Finally, a new peak at 542 cm−1 characteristic of 

the Fe-O bond in magnetite is observed [35]. 
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Figure 1. TEM images of biomimetic (A) and inorganic (B) magnetic nanoparticles. 

Diameter histograms of biomimetic and inorganic magnetic nanoparticles (C). Mean ± 

standard deviation of nanoparticles size (D) p < 0.001 (***). Hysteresis loop of BM and 

M (E, F: detail). X-ray diffraction (XRD) of M (G) and BM (H). 

 

Figure 2. ζ potential of M, BM and TBM (A). FT-IR spectrum of TBM (B). The signal 

corresponding to different elements are marked in red (DOXO), green (AR-3 mAb) and 

black (magnetite). 
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Magnetic Hyperthermia Responses 

In terms of how these M and TBM behave upon the application of an alternating 

magnetic field, Figure 3 shows that they both are able to increase the temperature in a 

frequency dependent way, the higher increase corresponding to the higher frequencies. 

Comparing the data of the TBM from the present paper to those of BM already published 

by Peigneux et al. [22] and Iglesias et al., [23], it can be concluded that the presence of 

the molecules adsorbed to the BM does not interfere significantly with the ability of TBM 

to respond to an alternating magnetic field. However, data in Figure 3 and Table 1 show 

that M display a better behaviour compared to BM and TBM in producing hyperthermia 

[23], which might be depended on their higher relation in magnetic/non-magnetic 

material compared to BM and TBM, as also observed for other encapsulated magnetic 

nanoparticles [6,36]. 

 

Figure 3. Time evolution of the temperature of the different nanoparticles suspensions, 

for different frequencies. Magnetic field strength: H0 = 12.5 kA/m. Sample volume 0.5 

mL; particle concentration: 30 mg/mL.  

Interestingly, when these two systems are combined, the temperature increase is 

higher compared to that of the endmembers, being the nanoformulation 25 TBM + 75 M 

the one that induce the higher temperature increase. In all cases, the temperature needed 
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to induce apoptosis in tumor cells (42–46 °C [7,37]) is reached in a few seconds (30 s) 

under an alternating magnetic field of 12.5 kA/m. The SAR and ILP values are 

represented in Figure 4 (Table 1) and are in agreement with the results obtained in [23]. 

Table 1. Summary of SAR and ILP calculations at different frequencies with a fixed 

magnetic field intensity of 12.5 kA/m. 

System 
Frequency f 

[kHz] 

SAR [W/g] Slope dT/dt 

[°C/s] 

ILP 

[nHm2kg−1] 

M 

273 ± 5 68 ± 4 0.50 ± 0.02 1.6 ± 0.1 

205 ± 5 47 ± 2 0.345 ± 0.009 1.34 ± 0.08 

163 ± 5 28 ± 1 0.202 ± 0.005 1.12 ± 0.06 

143 ± 5 24 ± 1 0.175 ± 0.004 1.09 ± 0.06 

25 TBM + 75 M 

273 ± 5 86 ± 4 0.58 ± 0.02 2.1 ± 0.1 

205 ± 5 73 ± 4 0.50 ± 0.01 2.3 ± 0.1 

163 ± 5 54 ± 3 0.379 ± 0.009 2.1 ± 0.1 

143 ± 5 47 ± 3 0.36 ± 0.02 2.1 ± 0.2 

60 TBM + 40 M 

273 ± 5 69 ± 5 0.51 ± 0.02 1.6 ± 0.1 

205 ± 5 56 ± 3 0.41 ± 0.01 1.8 ± 0.1 

163 ± 5 44 ± 3 0.350 ± 0.009 1.7 ± 0.1 

143 ± 5 36 ± 2 0.262 ± 0.007 1.66 ± 0.09 

TBM 

273 ± 5 53 ± 3 0.37 ± 0.02 1.23 ± 0.07 

205 ± 5 41 ± 2 0.27 ± 0.02 1.17 ± 0.08 

163 ± 5 22 ± 1 0.162 ± 0.009 0.88 ± 0.05 

143 ± 5 19 ± 1 0.134 ± 0.007 0.84 ± 0.04 
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Figure 4. Frequency dependence of SAR (A) and ILP (B) for the different nanoparticles 

suspension. Magnetic field strength: H0 = 12.5 kA/m; particle concentration: 30 mg/mL.  

Colloidal Stability 

Colloidal stability against agglomeration and sedimentation is one of the main 

requirements for biomedical applications of nanoparticles, this stability being influenced 

by different factors such as volume fraction, size distribution and temperature [38]. In 

general, to avoid aggregation and precipitation, the nanoparticles need to be further coated 

with a long chain polymer. This coating is not necessary in our BM nanoparticles due to 

the presence of MamC. However, the larger sizes of BM and TBM compared to that of 

M could affect their colloidal stability. The colloidal stability analysis shown in Figure 

5A (Figure S1) reveals that the 25 TBM + 75 M sample shows the highest stability, similar 

to that exhibited by M, followed in decreasing order by 60 TBM + 40 M and TBM 

samples. This fact could probably be the result of a stabilizing effect mediated by the 

interaction of the smaller M size with the TBM coating [23]. Smaller M nanoparticles 

could intercalate within the TBM nanoassemblies and potentiate the electrostatic 

repulsion being both negatively charged at physiological pH values (pH = 7.4, M −7.5 

mV and TBM −1.4 mV). The smaller the amount of M, the lower this electrostatic 

repulsion is and the slight charge of TBM at physiological pH values may not be enough 

to force electrostatic repulsion between nanoassemblies, with TBM thus being prone to 

agglomeration. These results are in agreement with the hydrodynamic radius data (Figure 

5B). Dynamic light scattering (DLS) analysis show that the hydrodynamic diameters of 

the M, 25 TBM + 75 M, 60 TBM + 40 M and TBM are of 700 ± 100 nm, 900 ± 100 nm, 

1200 ± 100 nm, and 1300 ± 100 nm, respectively. The polydispersity index (PDI) of these 

samples are 0.249 ± 0.004, 0.214 ± 0.008, 0.283 ± 0.001, and 0.285 ± 0.002, respectively. 
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Previous studies have demonstrated that M display better magnetic hyperthermia 

response than BM and TBM (as shown in Figure 3 and Table 1), due to the difficulty for 

rotation conditioned by the MamC protein coating and their larger size [20,23,39]. 

However, the combination of M and TBM yielded the highest values for the hyperthermia 

analyses. In fact, the maximum SAR and ILP values were obtained by 25 TBM + 75 M 

system, followed by 60 TBM + 40 M, M and TBM (Table 1, Figure 4). These increased 

SAR and ILP values could be explained by the higher colloidal stability of the 25 TBM 

+ 75 M system compared to that of the 60 TBM + 40 M (Figure 5), since aggregation 

negatively affects the rotation of the nanoparticles under the influence of the AMF, and 

thus the temperature rise. Moreover, suspensions of nanoparticles with broad size 

distributions have been proposed to yield an optimized magnetic hyperthermia response, 

since, in this case, the probability that a percentage of the nanoparticles in the system are 

always rotating in response to a given AMF is maximized [28]. This would apply to our 

mixed system, which combines magnetic nanoparticles with sizes up to 70 nm, showing 

a broader size distribution compared to that of the end members (up to 30 nm in M and 

up to 70 nm in TBM; Figure 1). In consequence, a higher percentage of the nanoparticles 

are likely to be affected by the influence of the magnetic field in the mixture compared to 

that in the end members, thus resulting in a more efficient temperature rise produced by 

the former. 

 

Figure 5. Colloidal stability of M, 25 TBM + 75 M and 60 TBM + 40 M. Height 

normalized to its initial volume value as a function of time (A). Hydrodynamic size in 

intensity distribution for the different formulations (B). 
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Nanoformulation as DOXO Nanocarrier. Synergy of Magnetic 

Hyperthermia and of pH Decrease in the Drug Release 

 

 

Figure 6. DOXO release percentage as a function of time measured with and without 

(AMF) at different pHs (7.4 and 5.0). The vertical error bars are smaller than the symbol.  

When the mixture of 25 TBM + 75M was incubated up to 75 min at a pH value of 

7.4 (physiological pH value), less than 2% of the adsorbed DOXO was released from 

TBM (Figure 6), thus indicating the stability of the nanoformulation at physiological pH 

values. However, when the nanoformulation was incubated in an acidic environment 

mimicking the one in the endosomal/lysosomal compartment (pH 5.0) the release of 

DOXO increased to more than 25%, and this value was further increased to 44% when 

an AMF treatment (H0  = 20 kA/m, f = 130 kHz) for 30 min was applied. This synergy 

between acidic pH and AMF on the release of the DOXO coupled to MamC-mediated 

BM was previously reported by Peigneux et al. [22]. These authors showed that the 

electrostatic bond, which at higher pH values kept DOXO bound to the surface of the 

nanoparticles, weakens as BM approach their iep (4.4), thus triggering DOXO release. 

Following application of the AMF, the kinetics of DOXO release is probably faster 

because of the heating of the BM surface [22]. However, this heating is not enough to 

break the electrostatic bond that keeps DOXO attached to the nanoparticle at 

physiological pH values (DOXO release increases from 2% to 5% after the application of 

AMF), while, at acidic pH values, it is enough to break the electrostatic bond once the 

BM surface is no longer so negative. The enhancing effect of drug release induced by 

magnetic hyperthermia was pointed out by other authors, using different drugs and 

magnetic nanocarriers [8,40,41]. This synergy further confirms our hypothesis that the 
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effectiveness of the treatment could be increased by combining the two therapies of drug 

delivery and hyperthermia by using this multifunctional nanoformulation, which 

moreover allows a dual tumor targeting (magnetic field and monoclonal antibody). 

Cytotoxicity Evaluation 

The toxic activity of the different nanoformulations (25 BM + 75 M and 25 TBM 

+ 75 M), and their respective components, were assessed in an MTT assay carried out on 

the colon carcinoma HT-29 cell line, which express the AR-3 mAb-defined biomarker, 

after 72 h of treatment. Soluble DOXO was used at the same concentrations as that 

contained in the nanoformulations, as positive control. Figure 7A shows the cell viability 

compared to that of the untreated controls (CTRL-). As previously shown by our groups 

[20,22,30,42], BM are cytocompatible. Indeed, both M and DOXO-free 25 BM + 75 M 

nanoformulations display low cytotoxicity, and in all cases cell viability is above 80%, 

which is considered the cut-off indicated by ISO 10993–5:2009 [43]. By contrast, TBM 

and the 25 TBM + 75 M mixture display a significant toxicity. In particular, for higher 

doses of DOXO (DOXO1), as in the case of TBM, no differences were observed in respect 

to soluble DOXO, while for lower doses of DOXO (around ¼), as in the case of 25 TBM 

+ 75 M, the soluble DOXO (DOXO2) was more efficient than the DOXO coupled to 

TBM. Similar findings have already been reported, both for MNPs [22,44] and for other 

functionalized inorganic NPs [27,45], and are explained by the fact that soluble DOXO 

can more easily diffuse through the cell membrane. 

When cells were exposed to AMF for 2 h after 24 h of incubation with M, TBM, 

and DOXO nanoassemblies (25 TBM + 75 M), it was observed that, under all 

experimental conditions, the application of AMF significantly reduced cell viability in 

respect to control cells incubated in the absence of magnetic nanoparticles. Moreover, 

despite the fact that TBM has a higher DOXO load than the 25 TBM + 75 M 

nanoformulation, the decrease in cell viability was more evident when cells were 

incubated with the latter formulation, an effect that may be due to the higher hyperthermia 

caused by 25 TBM + 75 M nanoformulation (Figure 7B). These data suggest that a 

significant level of cytotoxicity can be also reached or even improved with a lower 

amount of drug by using a mixture of magnetic nanoparticles that increases the 

hyperthermia response. 
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Figure 7. Cytotoxicity of the differentially functionalized nanoassemblies on HT-29 cells 

measured in MTT assay after 72 h without AMF (A) and during 24 h with AMF (B). 

Soluble DOXO1 (36 μg/mL) corresponds to the equimolar amount of drug loaded on TBM 

sample. Soluble DOXO2 (9 μg/mL) corresponds to the equimolar amount of drug loaded 

on 25 TBM + 75 M sample. Control cells (CTRL-) not incubated with nanoparticles or 

DOXO were taken as reference value (100%) of viable cells to which refer the values of 

treated cells. p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**), p ≤ 0.001 (***).  

Conclusions 

Results from the present study show that the nanoformulation here proposed, 

integrated by a combination of two different types of magnetic nanoparticles, one 

inorganic with an average size of ~15 nm, and the other biomimetic (mediated by the 

magnetosome associated protein MamC) with an average size of ~36 nm, can be used as 

a multifunctional platform for a combined therapy. Indeed, the inorganic nanoparticles 
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show good potential as magnetic hyperthermia agents, while the biomimetic 

nanoparticles are better suitable as nanocarrier, being able to be functionalized with a 

drug and a targeting probe by electrostatic interaction, being the release of the drug pH 

dependent. Both particles are superparamagnetic and are able to respond to a continuous 

gradient field used for guiding them at the target site. The mixture of the two types of 

nanoparticles overcome the already good potential demonstrated for the pure end 

members, in terms of colloidal stability and magnetic hyperthermia response. Moreover, 

it allows a synergy between drug delivery and magnetic hyperthermia that increases the 

release of the relevant drug at acidic conditions mimicking tumor sites. Thus, this 

multifunctional combined platform could reach the target site by the application of dual 

guidance (external magnetic field and active targeting antibody), and could act as an anti-

tumor agent in a bimodal way: by hyperthermia upon the application of an alternated 

magnetic field and by carrying and releasing the drug in pH- and temperature-dependent 

manners. Data from the present study may help in optimizing new treatments in which 

cytotoxicity is raised not by increasing the dose of the chemotherapeutic agent, but by the 

simultaneous use of magnetic hyperthermia. 
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Abstract 

Recently, liposomes have been explored as a potential solution to improve the 

biocompatibility and the colloidal stability of magnetic nanoparticles. Protocols have 

been developed for producing magnetoliposomes of magnetite nanoparticles obtained 

inorganically (MNPs). However, the biomimetic synthesis of magnetite using 

heterologous proteins from magnetotactic bacteria has become a real alternative to 

produce novel biomimetic magnetic nanoparticles (BMNPs). Among these, the BMNPs 

obtained in presence of MamC protein from Magnetococcus marinus MC-1 have been 

proposed as excellent candidates to be potentially used as drug nanocarriers and as 

hyperthermia agents. However, their colloidal stability still needs to be improved while 

maintaining their magnetic properties intact. One possibility explored in this manuscript 

is to form magnetoliposomes that contain BMNPs. Indeed, the protocols developed for 

producing magnetoliposomes of MNPs need to be tested and modified to be able to 

include BMNPs.  In this context, a protocol has been developed to produce both 

magnetoliposomes filled with MNPs and/or BMNPs and their potential as hyperthermia 

agents was tested. In fact, for the first time, these two types of nanoparticles were mixed 
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in different proportions to test the composition that would optimize such as behaviour as 

hyperthermia agents. Interestingly, it was observed that the hyperthermia behaviour of 

the magnetoliposomes greatly improved if they were filled with a mixture of MNPs and 

BMNPs. These results indicate that these magnetoliposomes display optimal 

characteristics to become a potential agent for hyperthermia and that the opening of those 

liposomes could be externally controlled by applying an alternate magnetic field. 

Introduction 

Magnetic nanoparticles (MNPs), especially magnetite (Fe3O4), are one of the most 

demanded nanoparticles in a several number of applications, especially in clinics, because 

of their magnetic properties which allow, on one hand, their guidance toward the target 

by external magnetic fields (continuous gradient magnetic field)[1–3] and, on the other, 

to mediate hyperthermia (locally increasing the temperature by the application of an 

alternating magnetic field), thus inducing the apoptosis of tumor cells, which are more 

sensitive than normal healthy cells [4–6]. For that application, the size of the MNPs plays 

an important role, as it also does their surface characteristics that allow functionalization 

with the relevant drug that needs to be carried to the target. In this context, firstly, MNPs 

should be superparamagnetic at the working temperature (i.e. room and body 

temperature) while responding as efficiently as possible to the external magnetic field 

applied for their targeting [2,4]. Such a response depends on the magnetic moment per 

particle, which for superparamagnetic crystalline stoichiometric magnetite MNPs, in turn, 

depends on the size of the MNPs [2].  Most of the commercialized superparamagnetic 

nanoparticles (SPIONs) are small (< 30 nm), and, therefore by increasing their size while 

keeping their superparamagnetic character, their magnetic moment per particle could 

potentially be increased, thus enhancing the efficiency of the magnetic guidance [7]. 

Secondly, size is important also when hyperthermia treatments are in play. In fact, the 

heating power generated per particle unit mass upon application of an alternating external 

magnetic field is directly related to the amount of iron in the MNP, and it should be as 

high as possible while keeping both the magnetic field within the acceptable clinical range 

and a low MNPs dose [2,4]. Finally, most of the SPIONs need to be coated with different 

compounds (such as organic acids or polymers) to provide them with new chemical 

groups allowing functionalization, but possibly altering the magnetic properties of the 

magnetic nanoparticles [2]. 
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Many of the drawbacks affecting synthetic MNPs listed so far are overcome in 

biomimetic MNPs (BMNPs). These are synthetized in vitro by taking inspiration from 

the biomineralization process of the magnetosome produced by magnetotactic bacteria. 

Specifically, by using Magnetosome membrane Associated Proteins, (MAPs), or peptides 

derived from them, during the in vitro synthesis of magnetite nanoparticles novel 

nanoparticles with different properties compared to that of the inorganic SPIONs can be 

obtained [8–16]. Among the BMNPs, MamC mediated BMNPs have been recently 

proposed as a good candidate for potential drug carrier and hyperthermia agent [17,18]. 

Moreover, the production of MamC mediated BMNPs (here referred from now on as 

BMNPs) can be scaled up in vitro in eco-friendly, cost-effective magnetite precipitation 

experiments run at room temperature and 1 atm total pressure by simple addition of the 

recombinant MamC protein from Magnetococcus marinus MC-1 [8,14–16]. These 

BMNPs: (1) are superparamagnetic at room and body temperature while they present a 

saturation magnetization of 55 emu/g (61 emu/g corresponding to the magnetic core, at 

500 Oe, 25 ºC); (2) are larger than most commercial SPION and/or other biomimetic 

magnetites, which makes them to be single magnetic domain, showing higher blocking 

temperature and slower magnetization increase, and thus, larger magnetic moment per 

particle [8]; (3) contain up to 4.5 wt% of MamC that gives them novel surface properties 

and provides functional groups that allow functionalization; (4) have an isoelectric point 

(iep) of pH 4.4, and are strongly negatively charged at physiological pH (pH 7.4).  This 

property allows the coupling and release of molecules to be pH-dependent [17]. Thus, at 

physiological pHs they bind to positively charged molecules through electrostatic 

interactions which are then weakened at acidic pHs (such as those found in tumor 

microenvironments), allowing the release of the adsorbed molecules; and (5) are 

cytocompatible and hemocompatible, at least under the conditions tested [17].  

However, one of the major concerns in terms of the potential application in 

biotechnology of these or any other magnetic nanoparticle is improving their colloidal 

stability in suspension, as well as their biocompatibility. In this context, for 

magnetosomes, the magnetosome membrane that surrounds them provides several 

advantages with respect to the nude crystals, being among them [19,20]: (1) a major 

stability; (2) an improved functionalization capabilities and (3) an increased 

biocompatibility and low toxicity. Therefore, a potential good approach to improve 

BMNPs could be providing them coating. 
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Several protocols have been already developed to coat inorganic magnetic 

nanoparticles (MNPs) with liposomes to obtain the so-called magnetoliposomes, yielding 

both unilamellar and multilamellar magnetoliposomes [21–30]. Among the lipids used so 

far are phosphatidylcholine (PC), palmitoyl-oleoyl phosphatidylcholine (POPC), 

dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC), distearoyl phosphoethanolamine (DSPE), 

dioleoyl phosphocholine (DOPC), dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC), 

sphingomyelin (SM) and/or phosphatidylinositol (PI). Compared to the uncovered MNPs, 

these magnetoliposomes, like magnetosomes, are more stable, biocompatible, 

biodegradable and more prone to surface manipulations [31–34].  

However, this is still an area that is fairly new and there are still many unsolved 

questions that need to be addressed before considering and optimizing a composition that 

allows the effective use of these magnetoliposomes. In particular: (1) a new protocol 

needs to be developed to form magnetoliposomes containing BMNPs, that would 

probably imply modifications of the already established protocols to form 

magnetoliposomes containing MNPs, since both particles present different surface 

properties and stability [17]; (2) It needs to be established how the lipid coating affects 

the magnetic properties of the nude MNPs and BMNPs. This is important because it could 

compromise the magnetic guidance of the magnetoliposome [2,35,36] and could also 

prevent the potential use of these magnetoliposomes as hyperthermia agents; (3) It is 

mandatory to determine if the breakage of the lipid cover could be externally controlled, 

with the goal of being able to release the content at the target site at the desired moment. 

(4)  Since previous studies [18] have demonstrated that BMNPs are better drug carriers 

while MNPs are better hyperthermia agents, an optimized magnetoliposome composition 

should be explored that takes advantage of the strong aspects of each one of the different 

nanoparticles (MNPs and BMNPs). Recall that magnetic hyperthermia is understood here 

as the phenomenon of a local heat induced by the application of an alternating magnetic 

field [37].  

These questions are attempted to be addressed in the present manuscript as a proof 

of concept for a further development of the nanosystem. In particular, magnetoliposomes 

containing both BMNPs and/or inorganic MNPs were produced and the protocol was 

developed and optimized. Then, (a) the hindering of the magnetic response caused by the 

lipid cover, (b) the potential of these magnetoliposomes as effective agents for magnetic 

hyperthermia and (c) optimization of the magnetoliposome composition that allows the 
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simultaneous carrying of the drug and an effective local heating induced by an alternating 

magnetic field were tested. 

Experimental Section 

Expression and Purification of MamC Protein 

MamC was purified as a recombinant protein following the protocol described by 

Valverde-Tercedor et al. [8]. For the expression of MamC, E. coli TOP10 cells were 

cultured in LB broth supplemented with ampicillin (50 mg/mL, Sigma-Aldrich). Cells 

were grown at 37 °C and the protein expression was induced by adding isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG, Thermo-Fisher) at 2 mM. The obtained pellet was 

resuspended in guanidinium lysis buffer (guanidinium hydrochloride 6 M, sodium 

phosphate 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.8) and disrupted by sonication. After 

centrifugation of the cell lysate, the soluble fraction was purified by using a HiTrap 

chelating HP column (GE Healthcare) and ÄKTA Prime Plus FPLC System (Ge 

Healthcare). The eluate was dialyzed against 1 L of buffer A (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 

urea 6 M, pH 8.5), diluted stepwise with buffer B every 5h (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 

pH 8.5) and dialyzed against buffer B overnight. 

Biomineralization Experiments 

All reagents used in the biomineralization experiments were purchased from 

Sigma-Aldrich. Deoxygenated water was prepared by boiling purified water for 1 h and 

then cooling in an ice bath while continuously sparging with ultrapure N2. After that, it 

was immediately placed inside an anaerobic chamber (Coy Laboratory Products, Grass 

Lake, MI) filled with 4% H2 in N2, and used to prepare the stock solutions: NaOH (1 M), 

FeCl3 (1 M), NaHCO3/Na2CO3 (0.15 M/0.15 M) and Fe(ClO4)2 (0.5 M). The stock 

solution of MamC was also deoxygenated with ultrapure N2. Magnetite precipitation 

experiments, both protein free (MNPs) and MamC-mediated (BMNPs), were carried out 

in the anaerobic chamber to avoid potential oxidation of the product following the 

protocol described by Perez-Gonzalez et al. [38]. The final reaction mixture from which 

magnetite precipitated was 2.78 mM Fe(ClO4)2, 3.5 mM NaHCO3/3.5 mM Na2CO3, 5.56 

mM FeCl3, pH = 9. In the case of protein-bearing magnetite precipitation experiments, 

this protein was added to this reaction mixture to a final concentration of 10 µg/mL. Each 

experiment was run inside the anaerobic chamber for 30 days, after which the solids were 
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magnetically concentrated and the supernatant was discarded. Then the precipitates were 

washed with oxygen-free deoxygenated Milli-Q water three times. Between washes, each 

reaction flask was vigorously shaken for several seconds, the precipitate was magnetically 

concentrated and the liquid removed. Finally, the precipitate was concentrated in 1-2 mL 

of oxygen-free deoxygenated Milli-Q water, hermetically sealed and stored at 20 °C 

inside the anaerobic chamber until analysed.  

Magnetite Preparation and Magnetoliposomes Synthesis 

MNPs were incubated in citrate 2M (Thermo-Fisher) for 12 h. After that, the 

particles were washed three times with water to remove the citrate and were re-dispersed 

in 1.67 mL of water. This suspension was filtered through 0.22 µm diameter pore filters. 

MNPs-magnetoliposomes (namely liposomes covering MNPs) were produced by using 

the thin film hydration method, by modifying the protocol described by Clares and co-

workers [27]. Magnetoliposomes were produced using egg phosphatidylcholine (PC) 

(Avanti Polar Lipids). According to manufacturer description, egg PC is composed by 

approximately 32.7% C16:0 (palmitic), 32% C18:1 (oleic), 12.3% C18:0 (stearic) and 

17.1% C18:2 (linoleic), showing a low lipid transition temperature. To obtain the thin 

lipid film layer, PC was dissolved in chloroform and then, the solvent was evaporated by 

using a rotavapor (Büchi, Rotavapor-R) under vacuum at 400 rpm and 37 ºC. Then, the 

thin lipid film layer was hydrated and dispersed with the ferrofluid suspension. The PC 

concentration in all samples was 6 mg/mL, and concentrations of 6 mg/mL, 24 mg/mL 

and 48 mg/mL of MNPs were used in these experiments, yielding MNP:PC ratios of 1:1, 

4:1 and 8:1, respectively. To ensure a correct dispersion, the mixture was shaken for 2 h 

at 180-200 rpm and the magnetoliposome suspension was kept at 4 °C for 24 h. 

Unilamellar magnetoliposomes were obtained by passing the suspension 5 times 

successively through 200 nm and 100 nm polycarbonate filters (Whatman) by using an 

extruder (Avanti Polar Lipids) at 45 °C. Finally, the magnetoliposome suspension was 

concentrated with a magnet. An identical protocol was followed to produce BMNPs-

magnetoliposomes (namely, liposomes covering BMNPs) and (BMNPs + MNPs) 

magnetoliposomes (namely liposomes containing mixtures of BMNPs and MNPs). 

Different ratios of BMNPs and MNPs were used as detailed: 60% BMNPs + 40% MNPs 

(here referred as 60BMNPs-40MNPs magnetoliposomes experiments) and 25% BMNPs 

+ 75% MNPs (here referred as 25BMNPs-75MNPs magnetoliposomes experiments). The 

final concentration of magnetite nanoparticles in all these experiments was 24 mg/mL.  
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Analysis of the Precipitates and Magnetoliposomes 

The morphology and size of the BMNPs, MNPs and all types of 

magnetoliposomes were studied by transmission electron microscopy (TEM, LIBRA 120 

PLUS Carl Zeiss SMT electron microscope, Germany). Magnetic nanoparticles were re-

suspended in ethanol and embedded in Embed 812 resin. Ultrathin sections (50–70 nm) 

were prepared using a Reichert Ultracut S microtome (Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar, Germany) after which the sections were deposited onto copper grids. For 

magnetoliposomes, drops were placed on copper grids with formvar film and they were 

stained using negative staining technique.  

The size of the crystals and magnetoliposomes was measured on TEM images by 

using ImageJ 1.47 program. Concretely, TEM images were further maximized to whole 

screen, the scale bar was used to calibrate the pixel to nm conversion on the ImageJ 1.47 

program and then, the diameter of the individual magnetoliposomes or the side of 

individual crystals were measured manually. Then, size distribution curves were 

determined from those measurements by using Origin pro 9. To ensure reproducibility of 

results, sizes were measured on multiple micrographs with an excess of 1000 

nanoparticles and 200 magnetoliposomes measured for each experiment. In addition, 

statistical significance of the results obtained was tested using Tukey test with a fixed 

value of α < 0.05. 

Magnetic Characterization 

Zero-field cooling (ZFC-W) and field cooling (FC-C) measurements were carried 

out by using a superconducting quantum interference device (SQUID) 5 T magnetometer 

(Quantum Design MPMS XL, USA). Under gentle argon flow, a given amount of each 

specimen powder was placed in a double-walled polycarbonate capsule. The samples 

were immediately cooled in a zero applied field to 5 K to preserve randomized 

magnetization of the nanocrystals, after which a 500 Oe magnetic field was applied and 

samples were heated up to 300 K and then from 300 K without turning the field off. To 

allow comparison among the different complexes, the M(T) curves were normalized by 

the amount (g) of each sample analysed and by the magnetization value of the specific 

sample at 300 K. No distinction between the terms of “superparamagnetic” or “single 

magnetic domain” will be done in this work, according to Prozorov et al. [2]. TB was 

calculated by subtracting the values of FC-C and ZFC-W at a given temperature and by 
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plotting these values over time. TB was considered the minimum temperature value at 

which this difference was below the experimental error (0.3% of the measurement). In 

addition, hysteresis cycles for each type of nanoparticles and magnetoliposomes were run 

at 5 and 300 K. 

Magnetic Hyperthermia Analysis 

The magnetic hyperthermia tests were carried out using an AC current generator 

at fixed frequency of 197 kHz and a variable magnetic field strength between 3 and 12 

kA/m. Once the samples reached the desired temperature, it was maintained by reducing 

the magnetic field intensity. The heating coil was made with a double 5 turn coil, 20 mm 

in diameter and 50 mm in length, made of copper tube and water cooled at 34 ºC. The 

temperature of the samples was recorded each 3 s by means of an Optocom Fotemp-4H 

thermometer (Germany) with a TS3 optic fibre and total time of 1, 10 and 30 min, with ± 

0.2 °C accuracy. The optic fibre was inserted into a cylindrical glass vial with dimensions 

8 mm diameter and 20 mm height, containing 0.5 mL of suspension and 24 mg/mL solids 

concentration.  

From the initial slope of the temperature variation with time (dT/dt), the specific 

absorption rate SAR (W/g) was obtained for each sample [39]. In addition, to evaluate 

the effect of the magnetic field over the lipid cover, aliquots of magnetoliposomes sample 

were exposed to the magnetic field during 1, 10, and 30 min as well and analysed by 

TEM. These TEM images were compared with those obtained from the control samples 

(sample without magnetic field applied). 

Colloidal Stability 

The stability of the samples was determined by means of recording the 

sedimentation process of the different naked nanoparticles (MNPs and BMNPs) and 

magnetoliposomes samples (MNPs-magnetoliposomes and BMNPs-magnetoliposomes). 

A volume of 1 mL 5 mg/mL of these different nanoparticles was shaken in a vortex for 1 

min (time zero of the experiment) and let it sediment. For each experiment, the end of the 

sedimentation time was considered when a pellet formed at the bottom of the tubing. 
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Results 

MamC purification was evaluated by electrophoresis. SDS-PAGE gel shows an 

intense band at 17.4 kDa, corresponding to purified MamC-His protein (Figure S1). In 

this case, the purity grade is higher than 95%, being this purity similar to that obtained 

previously by Valverde-Tercedor et al. [8] and Lopez-Moreno et al. [14]. 

TEM analyses show poorly faceted MNPs with an average size of 16 ± 7 nm (Fig. 

1A and B). On the contrary, BMNPs display well-defined faces with rectangular, square 

two-dimensional and rhombic morphologies and an average size of 36 ± 7 nm (Fig.1C 

and D). Statistical analysis (ANOVA test) reveals that the size differences between the 

two types of magnetic nanoparticles (MNPs and BMNPs) are statistically significant (at 

α<0.05) (Table S1).  

 

Figure 1. Size distribution and TEM image of MNPs (A, B) and BMNPs (C, D). 
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TEM analyses also show that very few uni-lamellar MNPs-magnetoliposomes 

formed at 1:1 MNP:PC mass ratio, since most of the liposomes were empty (Fig. S5). An 

increase on the ratio MNP:PC enhanced the formation of magnetoliposomes. In fact, at 

4:1 MNP:PC mass ratio, a relatively high number of magnetoliposomes with an average 

size of 100 ± 30 nm were detected in the samples  (Fig. 2A and B) containing an average 

number of particles per liposome of 3 (Fig. S2A). Similarly at 8:1 MNP:PC, uni-lamellar 

magnetoliposomes with an average size of 100 ± 40 nm (Fig. S3) containing an average 

of 6 particles per liposome were observed (Fig. S2B). Statistical analysis shows that these 

two samples (MNP:PC 4:1 and 8:1) are not statistically different with respect to the size 

of magnetoliposomes  (Table S1) and, therefore, the ratio MNP:PC of 4:1 was chosen for 

all experiments. Identically, TEM analyses of BMNPs-magnetoliposomes (BMNP:PC 

4:1) show magnetoliposomes with an average size of 90 ± 30 nm (Fig. 2C and D) and an 

average number of 6 particles per liposome (Fig. S2C). 

 

Figure 2. Size distribution and TEM image of MNPs-magnetoliposomes (A, B) and 

BMNPs-magnetoliposomes (C, D). Black arrows indicate the magnetoliposomes. 
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Colloidal stability analysis shows that the lipid cover increases the stability of the 

magnetoliposomes in comparison with the nude crystals, since the sedimentation time of 

the coated nanoparticles (at least, 4000 s for MNPs-magnetoliposomes and 1250 s for 

BMNPs-magnetoliposomes) is higher than that of the nude nanoparticles (1750 s for 

MNPs and 500 s for BMNPs; Fig. 3). Therefore, in the case of MNPs nanoparticles, the 

lipid cover increases, at least, in ~1250 s the stability of the molecules in the suspension. 

Similarly, in the case of BMNPs nanoparticles, the lipid cover increases in ~750 s the 

stability of the molecules in suspension.  

 

Figure 3. Colloidal stability of BMNPs, BMNPs magnetoliposomes (ML-BMNPs), 

MNPs, MNPs-magnetoliposomes (ML-MNPs) and 25BMNPs-75MNPs 

magnetoliposomes (ML-25BMNPs-75MNPs) measured and expressed as local volume 

fraction of magnetite/magnetoliposome as a function of time. 

Regarding the magnetic characterization of the samples, ZFC-FC curves at 500 

Oe show differences between the different magnetoliposomes nanoparticles (Fig. 4D). 

The blocking temperature is 190 K for MNPs-magnetoliposomes, 210 K for BMNPs-

magnetoliposomes and 200 K for 25BMNPs–75MNPs magnetoliposomes, values similar 

to those obtained previously for nude nanoparticles [8]. Fig. 4A and B show that lipid 

cover does not interfere with magnetic response of the nanoparticles. In the case of MNPs, 

the saturation magnetization (Ms) for nude MNPs is 66 emu/g, while that for MNPs-

magnetoliposomes (ML-MNPs) is 62 emu/g. Respect to BMNPs, the Ms for nude 

BMNPs is 61 emu/g, while that for BMNPs-magnetoliposomes (ML-BMNPs) is 58 

emu/g. Moreover, Fig. 4C shows that 25BMNPs–75MNPs magnetoliposomes exposes 

the highest Ms (155 emu/g). Therefore, the hysteresis loop of all samples tested (nude 

nanoparticles and magnetoliposomes) shows a typical ferromagnetic behaviour at 5 K 
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while, at 300 K, these molecules show zero coercivity, which indicates their 

superparamagnetic character (Fig. 4A-C). This is important, since at temperatures higher 

than TB, such as 300 K and above, these particles will behave as no magnetic in the 

absence of an external magnetic field, thus preventing aggregation [2].  However, once 

an external magnetic field is applied, the molecules respond efficiently (Fig. 4A-C). 

Figure 4. (A) Hysteresis cycle of MNPs and MNPs-magnetoliposomes (ML-MNPs) at 5

and 300 K. Inset: detail of the cycle in the absence of external magnetic field. (B)

Hysteresis cycle of BMNPs and BMNPs-magnetoliposomes (ML-BMNPs) at 5 and 300

K. Inset: detail of the cycle in the absence of external magnetic field. (C) Hysteresis cycle

of 25BMNPs-75MNPs magnetoliposomes (ML-25BMNPs-75MNPs), MNPs-

magnetoliposomes (ML-MNPs) and BMNPs-magnetoliposomes (ML- BMNPs) at 5 and

300 K. Inset: detail of the cycle in the absence of external magnetic field. (D) ZFC-W and

FC-C of 25BMNPs-75MNPs magnetoliposomes (ML- 25BMNPs-75MNPs), MNPs-

magnetoliposomes (ML-MNPs) and BMNPs-magnetoliposomes (ML-BMNPs). 
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Fig. 5A shows that the temperature increases rapidly from 37 ºC to 42 ºC in all 

samples, although some differences are appreciable. Thus, both 60BMNPs–40MNPs and 

25BMNPs–75MNPs magnetoliposomes take just 15 s to produce that temperature jump, 

while it takes less than one minute for BMNPs- and MNPs-magnetoliposomes. The fasted 

temperature increase was observed for 25BMNPs–75MNPs magnetoliposomes (Fig. 5B, 

Table 1). The hyperthermia performance of the different types of magnetoliposomes is 

shown in Fig. 6. In all cases, the target temperature of 42-46 ºC was reached and 

maintained to within ± 0.6 ºC for the desired time interval. A manual control of the current 

through the coil was necessary for the constant temperature stage. 

 

Figure 5. (A) Magnetic hyperthermia response for 30 s and (B) SAR of magnetic 

hyperthermia response of MNPs-magnetoliposomes (A-orange), BMNPs-

magnetoliposomes (B-red), 60BMNPs-40MNPs magnetoliposomes (C- green) and 

25BMNPs-75MNPs magnetoliposomes (D-blue).  

Table 1. Heating properties of the samples (f = 197 kHz and H= 12 kA/m). 

Sample SAR (W/g) dT/dt (ºC/s) 

(A) MNPs -magnetoliposomes 34 ± 2 0.20 ± 0.01 

(B) BMNPs -magnetoliposomes 26 ± 1 0.147 ± 0.007 

(C) 60BMNPs - 40MNPs magnetoliposomes 79 ± 4 0.46 ± 0.02 

(D) 25BMNPs - 75MNPs magnetoliposomes 96 ± 6 0.55 ± 0.03 

 

Finally, in order to check the magnetic hyperthermia effect on lipid coating, TEM 

images of the magnetoliposomes of the present study were taken before and after the 

application of the magnetic field.  While intact liposomes were observed coating the 
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nanoparticles prior the application of the magnetic field (Fig. 7, time = 0 min), after 

applying such a magnetic field, no lipid cover around the different nanoparticles was 

detected in any of the samples, rather, drops of fat were detected, indicating that the lipid 

cover was broken (Fig. 7, time =  1, 10 and 30 min). 

 

Figure 6. (A) Magnetic hyperthermia response of MNPs-magnetoliposomes (A-orange), 

BMNPs- magnetoliposomes (B-red), 60BMNPs-40MNPs magnetoliposomes (C-green) 

and 25BMNPs- 75MNPs magnetoliposomes (D-blue) for 1, 10 and 30 min with the 

magnetic field applied. 
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Figure 7. Effect of magnetic hyperthermia on lipid cover for 1, 10 and 30 min. Black 

arrows indicate the magnetoliposomes and red arrows indicate the drops of fat.  

Discussion 

Interest of magnetoliposomes as active drug vehicles and hyperthermia agents is 

mainly based on their flexibility and biocompatibility [40,41]. The improvement 

proposed in this work relies, on one hand, (a) on developing a protocol that allows the 

formation of magnetoliposomes containing BMNPs as their magnetic core, (b) the testing 

on how the lipid cover affects the magnetic properties of the cores, (c) the testing of the 

possibility of breaking the lipid cover “on demand” and, (d) analysing the advantages in 

terms of hyperthermia, of using mixtures of inorganic (MNPs) and BMNPs as the core of 

the magnetoliposomes.  

The stabilization of both MNPs and BMNPs prior to the coating was crucial to 

obtain magnetoliposomes. In fact, the suppression of that step led to low yield in 

magnetoliposome production. This finding was previously reported by other authors, who 

demonstrated that the stabilization of the ferrofluid suspension with acid/base substances 

prior to encapsulation resulted in the formation of small uni-lamellar magnetoliposomes 

[26,27,30,42–45]. Not only the formation of magnetoliposomes, but also the number of 

magnetic nanoparticles that they contain is an important aspect related with a prior 
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colloidal stabilization of the nanoparticle. Our protocol to stabilize the magnetic 

nanoparticles and to coat them with the lipid layer relies on a three-step method consisting 

on: (1) stabilization of the MNPs and/or BMNPs, (2) the production of a mixture of uni-

lamellar magnetoliposomes with different sizes up to 500 nm, and (3) the extrusion of 

those magnetoliposomes to uni-lamellar magnetoliposomes of 100 nm with a low number 

of particles per liposome. With respect to step #1, the magnetic forces among 

nanoparticles that tend to aggregate the nanoparticles were compensated by increasing 

the repulsion electrostatic forces that exist if the particles are all charged by the same type 

of electric charged [46]. Since MNPs are neutral at pH 7 [46,47] and BMNPs negatively 

charged [17], electrostatic repulsions among them have been reinforced by means of 

coating them with citrate. As some authors point, citric acid may be adsorbed on the 

nanoparticles surface by coordinating one or two of the carboxylate functionalities, 

leaving, at least, one of the carboxylic acid group exposed on the surface, which makes 

the surface negatively charged (or reinforced this negative charge) [46–48]. Steps # 2 and 

#3 represent a novelty when compared to magnetoliposomes produced in previous studies 

[21,22,49,23–30].  Indeed, most of the methods developed so far to coat either magnetite 

or maghemite nanoparticles consist on sequential steps that first yield multi-lamellar 

magnetoliposomes that are then extruded to obtain uni-lamellar ones. The resulting 

magnetoliposomes usually display sizes of 100-200 nm and comprise a fairly large 

amount of particles inside. For example, Garnier and co-workers [26] produced 

maghemite magnetoliposomes with a size of 100 nm and an average number of 77 

particles per liposome. For comparison, ~75% of the magnetoliposomes produced in the 

present study contain less than 10 particles/magnetoliposome (Fig. S2). The reduction of 

the number of particles in the magnetoliposomes is important in order to improve the 

stability, as the chances of clustering by magnetic aggregation are thus reduced [50]. In 

fact, as noted in Fig. 3, lipid coating improves the colloidal stability of nanoparticles in 

suspension.  

The thickness of the non-magnetic coating is important because it could shield the 

magnetic properties of the magnetic core [2]. A priori, the production of uni-lamellar 

liposomes should represent an advantage with respect to producing multi-lamellar ones. 

Nevertheless, even uni-lamellar liposomes could shield the magnetic core. In agreement 

with magnetization data (Fig. 4A and B), there is a shielding of ~5% of the initial value, 

but the magnetoliposomes still present a magnetic saturation of 62 emu/g (MNPs-
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magnetoliposomes) and 58 emu/g (BMNPs-magnetoliposomes) at 300 K. In spite of the 

shielding, both MNPs–magnetoliposomes and BMNPs-magnetoliposomes can be used as 

hyperthermia agents. However, the minimum SAR values are associated to 100% 

BMNPs-magnetoliposomes (Fig. 3). This can be related to the differences in chemical 

composition of MNPs and BMNPs and the effect on such differences on the particles 

rotation inside the liposome. As shown in [17], the MamC coating on BMNPs means 

about 4.9% of the particle mass. The MamC proteins of neighbour particles can interact 

in such a way that the motion of the particles (in turn, the main heat-generation 

mechanism from the sizes involved) becomes more difficult. The effect of bare MNPs 

size on the SAR values is also an important factor. Li et al. [51] have shown that for a 

given combination of magnetic field strength and frequency there is an optimum size 

interval maximising the hyperthermia achieves by both magnetic Néel and Brownian 

relaxations, and also by hysteresis losses. Specifically, they observed that for low field 

strength the highest heating efficiency was obtained for ~ 8 nm particles (mostly magnetic 

losses), whereas for high strength of the field, a significant contribution which adds a 

relaxation to achieve an optimum SAR for ~ 24 nm particle. For the experimental 

parameter of our hyperthermia setup (12 kA/m, 197 kHz), the theoretical optimum size 

for hyperthermia associated to relaxation is 14 nm [52] and if hysteresis must play a role, 

the size should increase up to 26 nm (according to equation in [51]). So the overall 

optimum range is 14-26 nm, and their includes MNPs (16 ± 7 nm) while excluding 

BMNPs (36 ± 7 nm) (Fig. 1). Strikingly, the samples in which both BMNPs and MNPs 

were mixed prior to forming the magnetoliposomes displayed the highest hyperthermia 

response compared to the pure component (either 100% MNPs or 100% BMNPs; Table 

1 and Fig. 3). Previous studies suggest the use of nanoparticles with a broad size 

distribution to generate an optimized magnetic hyperthermia response [53].  The mixture 

of MNPs and BMNPs nanoparticles expand the size range of the nanoparticles compared 

to that of the pure two nanoparticles types. In addition, the system has to be stable enough 

to reach the effective hyperthermia temperature of tumor cells (42 – 46 °C, [37,54]), and 

to keep this temperature constant for a given time period [37,40,42]. All samples assayed 

in the present work reached the desired temperature in less than one minute and the system 

would be maintained stable at that temperature for 30 min (Fig. 6).  

It is interesting that the combination of MNPs and BMNPs yielded the best results 

for the hyperthermia analyses, because it allows to take advantage of the strongest aspects 
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of each nanoparticle: the remarkable potential for hyperthermia of the MNPs and the 

ability of the BMNPs as pH-dependent nanocarriers [2,17,18,51]. In the context of the 

potential magnetic guidance of the magnetoliposome by means of an external magnetic 

field, the sample 25BMNPs-75MNPs magnetoliposomes (the composition that yielded 

the best results in term of hyperthermia) showed a magnetic saturation at 300 K of 155 

emu/g, which is higher than the values of 58 and 62 emu/g yielded by BMNPs and MNPs 

magnetoliposomes, respectively.  

In the context on whether or not the breakage of the liposome can be externally 

controlled, the effect of the applied magnetic field on the lipid cover was evaluated. While 

TEM images of the magnetoliposomes prior to the application of the AC magnetic field 

show liposomes intimately linked to magnetite crystals (Fig. 2B and C), TEM images of 

the magnetoliposomes following the application of the magnetic field show no evidence 

of the lipid cover on the nanoparticles, indicating that such a lipid cover has broken (Fig. 

7). The stability of those liposomes might be compromised when these nanoparticles 

rotate and generate heat in response to the alternating magnetic field. Previous studies 

have observed a permeabilization of the lipid cover by application of an alternating 

magnetic field [30,45,55–57], although of the total breaking of the lipid  coating was not 

observed in those studies as it has been observed here. This behaviour is important and 

could be used with advantage, since it permits to control the release of the nanoparticle 

from the magnetoliposome at the target site and at a specific time by an external 

parameter, as it is the application of the alternate magnetic field. This is fully compatible 

with the additional advantage of the liposome coating, namely, the fact 

magnetoliposomes improve internalization of the particles in the cells [20,34,37,44,58], 

while temperature elevation associated to hyperthermia further controls the bilayer 

fluidity and permeability. 

Conclusions 

The synthesis optimization and characterization of new type of magnetoliposomes 

containing inorganic (MNPs) and biomimetic (BMNPs) magnetic nanoparticles have 

been described with the goal of combining the strengths of each one of the different 

nanoparticles (hyperthermia for MNPs and drug delivery for BMNPs). The target size 

was ~100 nm, and the number of magnetic NPs was keep moderately low (less than 10 
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particles per magnetoliposome) to minimize magnetic aggregation and improve stability. 

It was tested that the cover has a low effect on magnetic properties of magnetic core, 

having a shielding of ~5% on the magnetic saturation values. Respect to hyperthermia 

response, all the compositions prove to be useful as magnetic hyperthermia agents, 

capable to reach the target temperature in less than a minute and maintain it for at least 

30 minutes. The best results are achieved with a mixed composition (25BMNPs-75MNPs 

magnetoliposomes), which expose the higher magnetic saturation values and heating rate. 

Moreover, the lipid coating of the magnetoliposomes breaks upon heating releasing the 

nanoparticles by application of the alternating magnetic field.  This proof of concept 

opens the door for a potential application of these nanosystems as drug carriers and 

hyperthermia agents, in which the release of the nanoparticles could be controlled 

externally by the application of magnetic field of suitable frequency and strength.  
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Supporting Information 

Table S1. ANOVA test of magnetite nanoparticles and magnetoliposomes. The 

difference between averages is significant when α<0.05. 

Sample Probability Alpha Significante 

MNPs BMNPs 3.33 · 10 
-16

 0.05 1 

MNPs-

magnetoliposomes 

(MNP:PC= 4:1) 

MNPs-

magnetoliposomes 

(MNP:PC= 8:1) 

1 0.05 0 

  

 

Figure S1. SDS-PAGE gel stained with Coomassie Brilliant Blue R250 of MamC protein 

(17.4 kDa).   

 

Figure S2. Number of particles per liposome. (A) MNPs-magnetoliposomes 

(MNP:PC=4:1), (B) MNPs-magnetoliposomes (MNP:PC= 8:1) and (C) BMNPs-

magnetoliposomes (BMNP:PC=4:1). 

 

Figure S3. Size distribution of MNPs-magnetoliposomes (MNP:PC =8:1).   
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Figure S4. Size distribution and TEM image of empty liposomes.   

 

Figure S5. TEM image of MNPs-magnetoliposomes (MNP:PC=1:1).  The arrows 

indicate the magnetoliposomes present in the image.  
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Abstract 

Los cristales de magnetita (Fe3O4) de tamaño nanométrico (nanocristales), similares a los 

magnetosomas producidos por las bacterias magnetotácticas (MTB), se han utilizado 

como evidencia de la vida procariota temprana terrestre y extraterrestre. Las 

características físico-químicas de estas nanopartículas en sedimentos terrestres y 

meteoritos se han utilizado para distinguir la magnetita producida químicamente de la 

producida biológicamente. Sin embargo, la definición de una huella biológica directa para 

distinguir estos nanocristales de magnetita con origen biológico es un reto. En este 

estudio, se muestran los resultados preliminares que permitirían la determinación de dicha 

huella biogeoquímica. Así, se ha demostrado que mediante tomografía de sonda atómica 

(APT), la magnetita producida por las MTB está asociada a una clara señal de carbono 

que está ausente o disminuida en la magnetita producida químicamente. Esta señal sería 

el resultado de la presencia de componentes orgánicos intracristalinos asociados a 
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proteínas relacionadas con el proceso de formación del magnetosoma en las MTB, sin ser 

consecuencia de artefactos ligados a restos de membranas que pueden quedar de modo 

residual durante el proceso de preparación de muestras para su análisis. Estos resultados 

preliminares demuestran que la magnetita bacteriana sintetizada por las MTB se podría 

detectar y distinguir utilizando señales geoquímicas únicas a escala atómica encontradas 

dentro de los cristales de magnetita. Este hallazgo tiene importantes implicaciones para 

la detección de la presencia temprana de procariotas en el registro geológico de la Tierra 

y la posible existencia de vida en otros planetas.   

Introducción 

Las huellas biogeoquímicas para la determinación del origen biogénico de 

magnetita Fe3O4, ha sido un tema que ha generado una gran controversia en la comunidad 

científica en las últimas décadas. Concretamente, este aspecto es especialmente relevante 

en el caso de las partículas denominadas magnetofósiles (partículas de magnetita 

similares a magnetosomas), los cuales se han encontrado en sedimentos terrestres, así 

como en el meteorito marciano ALH84001. Dichas partículas se han utilizado como 

prueba de la presencia en el pasado de bacterias magnetotácticas (MTB) y, por tanto, de 

actividad microbiana en el registro fósil (1-4) e incluso en Marte (5-7). Sin embargo, a 

pesar de ello, los criterios y/o huellas biológicas definidos y utilizados hasta la fecha no 

son aceptados como criterios sólidos de manera unánime por la comunidad científica, 

existiendo por ello un gran debate alrededor de esta temática (5-9). Por lo tanto, se 

requiere la determinación de una huella biogeoquímica única en la magnetita MTB que 

permita distinguirla de aquellos cristales con origen químico, especialmente, cuando estos 

nanocristales se utilizan como prueba de la actividad microbiana vinculada a la vida en 

sedimentos terrestres y extraterrestres.  

Tal y como se ha comentado anteriormente, existen varias huellas químicas que 

se han utilizado para diferenciar entre nanocristales de magnetita producidos 

biológicamente (por las MTB) y aquéllos producidos químicamente. Probablemente, 

desde un punto de vista práctico, el enfoque más sencillo sea aquel que implica la 

búsqueda de elementos químicos vinculados a la presencia de moléculas orgánicas dentro 

de la red cristalina de los cristales de magnetita. Con dicho objetivo, se han empleado 

diferentes metodologías, tales como la espectroscopía de rayos X por dispersión en 
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energía (EDXS, del inglés Energy-dispersive X-ray spectroscopy) y, más recientemente, 

la espectroscopía de pérdida de energía de electrones (EELS, del inglés Electron Energy-

Loss Spectroscopy), utilizando tanto células enteras como magnetosomas purificados (10-

12). A pesar de ello, el uso de la microscopía electrónica analítica avanzada para la 

detección de trazas de materia orgánica sigue siendo muy limitado, especialmente, para 

elementos ligeros como el carbono, lo que limita el análisis cuantitativo de estas muestras. 

Por lo tanto, los resultados de estos estudios anteriores no han logrado identificar de forma 

inequívoca una huella biológica en el magnetosoma y, en cambio, confirmaron que los 

cristales encontrados en los magnetosomas eran, en esencia, estructuralmente y 

estequiométricamente puros (Fe3O4).  

Otro enfoque alternativo consiste en la búsqueda de diferencias, en términos 

cinéticos y en concentración total, en la incorporación de cationes extraños entre los 

cristales de magnetita MTB y sus contrapartes abióticos (9-11). Dichos estudios tampoco 

han proporcionado una huella biológica definitiva en la magnetita de las MTB, aunque se 

determinó que algunas MTB son capaces de incorporar iones de metales de transición 

distintos del hierro dentro de la red cristalina (10-11). La falta de detección se debe, 

probablemente, a la dificultad encontrada para determinar concentraciones absolutas de 

cationes diferentes al hierro que puedan estar incorporados al magnetosoma, así como a 

la falta de información relativa al mecanismo mediante el cual las MTB incorporan estos 

cationes (9, 12-14). Por último, también se ha investigado el fraccionamiento isotópico 

del hierro y oxígeno por parte de las MTB durante el proceso de biomineralización como 

posible huella biológica (8, 15). 

En este Capítulo, se muestran los resultados preliminares de la aplicación de un 

nuevo enfoque para la caracterización directa de la composición química de los cristales 

de magnetita del magnetosoma de las MTB a escala atómica, utilizando la tomografía de 

sonda atómica (APT) (16-18), para identificar y cuantificar la presencia de moléculas 

orgánicas dentro de la red cristalina de la magnetita. Para ello, la hipótesis de partida se 

basa en que si la biomineralización de los cristales de magnetita del magnetosoma de las 

MTB está mediada por proteínas específicas, tal y como se ha demostrado en trabajos 

anteriores (19), dichas proteínas podrían imprimir el cristal con huellas biológicas de C 

que podrían detectarse utilizando una técnica de muy alta resolución como lo es la 

tomografía de sonda atómica (APT). En este contexto, la alta resolución química espacial 

de la APT es ideal para dimensiones a nanoescala de los cristales de magnetita de los 
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magnetosomas (17). De hecho, estudios anteriores en los que han aplicado esta técnica 

para el análisis químico de biominerales han obtenido excelentes resultados (20-22).    

Materiales y métodos 

Muestras 

Con el objetivo de determinar la huella biogeoquímica de la magnetita MTB, los 

magnetosomas se compararon con un conjunto de nanopartículas de magnetita producidas 

en el laboratorio. Concretamente, se compararon con diferentes nanosistemas 

desarrollados en la presente Tesis Doctoral (MNPs, BMNPs, magnetoliposomas BMNPs 

y magnetoliposomas MNPs), los cuales se utilizaron como muestras control en la 

determinación y evaluación de la huella biogeoquímica de los cristales MTB. Las 

muestras utilizadas en este estudio y su metodología de preparación fueron las siguientes:  

a) Magnetita bacteriana (magnetosomas): las nanopartículas de magnetita se 

obtuvieron a partir de magnetosomas procedentes de Magnetospirillum 

gryphiswaldense MSR-1 (10). Para obtener dichas nanopartículas, tanto el 

aislamiento como su posterior purificación se llevaron a cabo tras la eliminación 

completa de la membrana del magnetosoma. Así, una vez lisadas las células, la 

fracción magnética que contenía los magnetosomas se purificó utilizando un imán 

según la metodología descrita en Bazylinski et al. (23). Los magnetosomas se 

lavaron 25 veces en tampón 20 mM Tris-HCL pH 7,1. A continuación, los 

magnetosomas se suspendieron en tampón 20 mM Tris-HCL que contenía 1% de 

SDS para eliminar la memebrana del magnetosoma. Esta suspensión se incubó 

durante 3 horas a temperatura ambiente, con una agitación ocasional. Después, la 

suspensión se centrifugó a 14000 rpm (2 minutos, 4 ºC), y el sedimento obtenido 

se recuperó, se secó y se almacenó bajo N2 en un tubo Eppendorf hasta su 

preparación y análisis.  

b) Nanopartículas de magnetita producidas en el laboratorio: se utilizaron 

nanopartículas de magnetita (inorgánicas y/o biomiméticas) incluidas o no en 

liposomas sintetizadas en el laboratorio (24, 25), para evaluar el origen de la 

posible señal de carbono que pudiera encontrarse, así como para descartar posibles 

artefactos en la señal atribuibles al proceso de lavado de los magnetosomas 

descrito en el apartado (a).  
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Las nanopartículas magnéticas inorgánicas (MNPs) se usaron como control 

negativo de la señal de carbono. Se prepararon dos conjuntos de muestras: (1) 

muestra 1.1, que consiste en MNPs lavadas con agua y (2) muestra 2.1, que 

consiste en MNPs lavadas usando el mismo protocolo de lavado de magnetosomas 

descrito en el apartado (a). La idea era descartar que la potencial señal de carbono 

fuera un artefacto derivado del proceso de lavado. 

La síntesis de MNPs se llevó a cabo a 25 ºC y 1 atm de presión total en el interior 

de una cámara de anaerobiosis llena de H2 4% (24), a partir de la siguiente mezcla 

de reacción: 2,78 mM Fe(ClO4)2, 5,56 mM FeCl3, a pH = 9 (con o sin tampón 

carbonato a 3.5 mM). Las muestras se incubaron durante 30 días. A continuación, 

los sólidos se concentraron magnéticamente y se lavaron. 

Con el objetivo de entender el origen biológico de la señal de carbono registrada 

en la magnetita bacteriana, estas nanopartículas MNPs se compararon con 

nanopartículas magnéticas biomiméticas (BMNPs) y con magnetoliposomas. La 

hipótesis era que la señal de carbono de los magnetosomas podría estar asociada 

a las proteínas de membrana que controlan el proceso de biomineralización o de 

los fosfolípidos de la membrana del magnetosoma. Para comprobar si el origen de 

la potencial huella de C procedía de las proteínas de membrana se usaron BMNPs 

como control positivo. Del mismo modo, para determinar si la señal procedía de 

la membrana del magnetosoma, se usaron como muestras control liposomas que 

contenían tanto MNPs (L-MNPs) como BMNPs (L-BMNPs). Las BMNPs se 

precipitaron utilizando la misma mezcla de reacción descrita para las MNPs, 

añadiendo tampón carbonato (3,5 mM) y la proteína recombinante MamC (10 

μg/mL). La síntesis de magnetoliposomas se realizó siguiendo el protocolo de 

hidratación del film (25) descrito antes en esta Memoria. Brevemente, las 

nanopartículas magnéticas (MNPs precipitadas en ausencia de tampón carbonato 

y BMNPs, a una concentración de 12 mg/mL), se utilizaron para hidratar y 

dispersar la fina película lipídica compuesta por fosfatidilcolina de huevo (PC) 

(Avanti Polar Lipids, 6 mg/mL). 

Tomografía de sonda atómica 

La caracterización a escala atómica de la composición química de los sólidos de 

magnetita se realizó empleado la novedosa técnica de tomografía de sonda atómica (APT 

del inglés Atom Probe Tomography), para identificar y cuantificar la presencia de 
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moléculas orgánicas en el interior de la red cristalina del mineral. Para ello, las muestras 

(denominadas “puntas de APT”) se fabricaron mediante la técnica de haz de iones 

focalizados (FIB del inglés Focused Ion Beam) descrita previamente en Thompson et al. 

2007 (26). Las muestras se analizaron empleando un instrumento LEAP 5000XS (Cameca 

Instruments), equipado con un láser pulsado de fibra de picosegundos de 355 nm.  

Resultados y Discusión 

Los resultados de APT proporcionan información significativa de los cristales de 

magnetita MTB a través de la identificación y cuantificación de picos únicos en los 

espectros de masas. Según los datos de los espectros obtenidos, se confirma en todas las 

muestras la composición general esperada de los cristales de Fe3O4, ya que las 

concentraciones atómicas de los elementos O y Fe son las más abundantes (en el caso de 

los magnetosomas, BMNPs y liposomas) o las únicas (en el caso de las MNPs) que se 

observan en los espectros (datos no mostrados).  

En los magnetosomas se encontraron concentraciones relativamente altas de 

carbono (valor promedio del porcentaje atómico de 10.930 ± 0.002, Tabla 1), mucho más 

elevadas comparadas con las detectadas en las otras muestras de magnetita producida 

inorgánicamente, ya sea, MNPs, BMNPs, tanto desnudas como envueltas en liposomas 

(Tabla 1). Así, la presencia de carbono está ligada a la presencia de picos simples de C+ 

(12 y 13 Da) y C2+ (6 y 6.5 Da) y, aunque hubo variabilidad entre las diferentes puntas 

analizadas, todas las muestras analizadas mostraron más de un 8% atómico de 

concentración de carbono. 

La metodología aplicada, aunque de una precisión atómica, puede introducir 

artefactos en la señal de carbono en algún paso. En particular, es necesario abordar el 

problema de la posible contaminación orgánica derivada del protocolo de aislamiento y 

purificación de magnetosomas y de la preparación de la muestra de APT. A continuación, 

se exponen algunas de las principales potenciales fuentes de contaminación. Tal y como 

se ha comentado anteriormente, se utilizó Tris-HCl y SDS para eliminar las membranas 

de los magnetosomas y extraerlos, siendo esta metodología una fuente potencial de 

contaminación de compuestos que contienen carbono. Para evaluar si el método de lavado 

dejaba residuos orgánicos en las muestras, se compararon los datos de porcentaje atómico 

de carbono entre los dos grupos de MNPs: uno lavado con agua (muestra 1.1) y otro 
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lavado siguiendo el protocolo diseñado para los magnetosomas (muestra 2.1). Los datos 

de la Tabla 1 indican que, a pesar de que la presencia de carbono debida al lavado no se 

detectó por análisis elemental en TEM, este residuo orgánico sí que se pudo detectar 

mediante APT, en el que la muestra 2.1 daba un valor promedio de porcentaje atómico de 

carbono significativamente superior al de la muestra 1.1. Este valor era de 0,21%, 

mientras que el de la muestra 1.1 era de 0,04%. No obstante, el residuo de carbono 

asociado al protocolo de lavado de los magnetosomas es 1,5 órdenes de magnitud menor 

que el porcentaje atómico detectado en los magnetosomas (11%), por lo que esta huella 

de carbono no puede atribuirse al protocolo de lavado.  

Tabla 1. Comparación de la medida de la señal de carbono (para C+ en el pico 12 Da), de 

tres puntas (a excepción de la muestra L-MNPs de la que sólo se analizaron dos puntas), 

para nanopartículas de magnetita sintetizadas en el laboratorio y de los magnetosomas, 

donde sólo se muestra el valor promedio del porcentaje atómico. 

 Señal de C+ Número de átomos 
Porcentaje atómico 

de C (%) 
Error estándar 

Magnetita (1.1) 

3705 146   

3702 - 0,039 0,003 

2775 537   

Magnetita (2.1) 

3479 1806   

3476 209 0,205 0,006 

3480 1277   

BMNPs 

3468 1431   

2816 12817 0,502 0,006 

2781 451   

L-MNPs 
3733 9702 

3,151 0,036 
3734 7001 

L-BMNPs 

3489 1285   

3484 1031 0,389 0,008 

3481 2842   

Magnetosomas 

(valor promedio) 
- - 10,930 0,002 
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Además, la medida mediante APT requiere la fabricación de puntas que contengan 

la muestra, de las que luego se eliminan las capas más externas y, por tanto, son más 

susceptibles de contaminación mediante el uso del adelgazador iónico. Al ser de tamaño 

nano, la fabricación de estas puntas de magnetita lleva aparejada la presencia de huecos 

entre los cristales, que crean una superficie porosa que podría facilitar la incorporación 

de carbono externo durante la preparación de las muestras por FIB. No obstante, este es 

un problema recurrente en todas las muestras y que puede explicar el porcentaje atómico 

de carbono detectado en las muestras de magnetita inorgánica lavadas con agua (0,04%), 

valor que, de nuevo, se distancia mucho del detectado para los magnetosomas. Por tanto, 

la señal de carbono de los magnetosomas tampoco puede atribuirse a los huecos entre 

cristales en las puntas de APT. 

Por otro lado, hay que descartar una fuente adicional de contaminación debida a 

la insuficiente eliminación de la membrana de la capa lipídica del magnetosoma, la cual 

podría ser la responsable de los resultados de la señal de carbono obtenida. De ser así, la 

señal de carbono del magnetosoma no podría considerare huella biológica, ya que estos 

residuos orgánicos que estarían dando la señal no perdurarían con el tiempo y, por tanto, 

no estarían presentes en los magnetofósiles. Para comprobar qué porcentaje atómico de 

carbono máximo podría deberse a la membrana, se sintetizaron liposomas que contenían 

BMNPs (L-BMNPs) y MNPs (L-MNPs) y se analizaron mediante APT. En este caso, no 

se hizo ningún intento para eliminar el liposoma, ya que el objetivo era obtener valores 

máximos de contaminación, de manera que cualquier intento de eliminación de 

membrana del magnetosoma daría necesariamente, valores por debajo de estos máximos. 

Los datos químicos de APT, utilizando el pico a 12 Da como representante del carbono, 

indican claramente que el C representa sólo el ~3% para las nanopartículas L-MNPs, 

valor que está muy por debajo del detectado para los magnetosomas (~11%). El 

porcentaje atómico del carbono medido para las partículas L-BMNPs arroja un valor 

anómalo (~0.4%), que, probablemente, esté relacionado con la encapsulación de un 

mayor número de nanopartículas por liposoma, lo que disminuye el porcentaje de carbono 

respecto a los átomos de hierro y oxígeno dominantes. En cualquier caso, estos resultados 

confirman que el alto valor de porcentaje atómico de carbono observado en los 

magnetosomas no se debe a la presencia de la membrana residual que haya podido 

permanecer después del proceso de lavado. 
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Una vez descartada la contaminación por diferentes fuentes exógenas como 

responsable de la señal de carbono de los magnetosomas, la razón de la señal apunta a la 

presencia de orgánicos intracristalinos. Para ello, nos basamos en los datos de las 

magnetitas BMNPs, en los que se ha puesto de manifiesto que MamC queda incorporada 

en el cristal, modificando sus propiedades (27). El porcentaje atómico de carbono 

detectado para BMNPs es del ~0.5%. Este valor, si bien es muy inferior que el detectado 

para los magnetosomas, sí apunta a que la técnica es capaz de detectar orgánicos 

intracristalinos en cantidades trazas de manera directa, que ninguna de las otras técnicas 

(incluso TEM o HR-TEM) han podido detectar con anterioridad (27). Estos orgánicos 

intracristalinos sí que suponen una huella biológica, ya que persisten con el cristal en los 

magnetofósiles. 

Hay que tener en cuenta que las BMNPs se han producido usando sólo una 

proteína, MamC, pero en el magnetosoma de las bacterias magnetotácticas se han descrito 

muchas otras, que también intervienen en el proceso de biomineralización (19, 20, 24, 

28-31). En base a los resultados obtenidos, se plantea la hipótesis de que la presencia de 

moléculas orgánicas dentro de los magnetosomas detectada por APT es el resultado de la 

incorporación de partes o proteínas enteras del magnetosoma, como MamC, Mms6 y otras 

que puedan intervenir en el proceso de biomineralización. La consideración de todo este 

conjunto de proteínas implicadas en el proceso de biomineralización y no una sola, como 

en el caso de BMNPs, se espera que resulte en la incorporación de una mayor cantidad de 

orgánicos y, por tanto, que aumente la señal de carbono del magnetosoma, tal y como 

manifiestan nuestros resultados.  

Los resultados preliminares obtenidos en el presente estudio demuestran que la 

presencia de la señal química de C, en particular la presencia del dicho elemento en los 

estados +1 y +2, es significativamente mayor en los magnetosomas comparada con 

muestras de magnetita inorgánicas, biomiméticas y magnetoliposomas. Dado que se trata 

de un estudio preliminar, es necesario la realización de otros análisis para la confirmación 

de nuestra hipótesis de partida, tales como el análisis de la señal de nitrógeno, la presencia 

de su señal acoplada a la del carbono, así como el análisis de la distribución 3D de estos 

dos elementos en la reconstrucción tridimensional de las puntas. No obstante, nuestros 

resultados demuestran que los magnetosomas podrían reconocerse por la presencia de 

orgánicos intracristalinos y que la técnica empleada, APT, es capaz de detectar esas 

huellas biogeoquímicas, indetectables hasta el momento, a escala atómica. 
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Este estudio tiene implicaciones muy relevantes para la identificación de 

magnetosomas y, por tanto, de actividad biogénica, en sedimentos terrestres o 

extraterrestres, así como en el reconocimiento de magnetofósiles.   
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En 1993, Stephen Mann revolucionó el concepto de la síntesis de materiales 

mediante la introducción del concepto de la biomimética, el aprendizaje de la propia 

naturaleza con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias de producción de nuevos 

materiales abióticos denominados biomiméticos que presentaban nuevas funcionalidades 

y, por lo tanto, facilitaba su uso en numerosas aplicaciones (Mann 1993). En el caso de 

las nanopartículas de magnetita (principal material objeto de estudio de la presente Tesis 

Doctoral), su aplicación biotecnológica, especialmente en nanomedicina, está 

condicionada por sus propiedades de forma y tamaño, factores que determinan sus 

propiedades magnéticas y, por tanto, su respuesta a un campo magnético, así como por la 

presencia de grupos funcionales en su superficie que faciliten la adsorción de diferentes 

moléculas y que condicionan su versatilidad y aplicabilidad (Arruebo et al. 2007; El-

Boubbou 2018; Laurent et al. 2008; Prozorov et al. 2013). En este aspecto, los protocolos 

clásicos de obtención de nanopartículas de magnetita inorgánica (MNPs), o bien no 

permiten ejercer un control exhaustivo sobre la morfología y/o tamaño del cristal dando 

lugar a nanopartículas muy pequeñas y/o polidispersas o, aquellas metodologías que si lo 

ejercen, presentan un gran coste económico y un gran impacto medioambiental que 

imposibilita su posible escalado. En este aspecto, la química sintética biomimética se ha 

posicionado como una alternativa real para la obtención de nanopartículas de magnetita 

a través de un protocolo potencialmente escalable, rentable y ecológico (coprecipitación 

a 1 atm de presión y a temperatura ambiente) que permite ejercer el control sobre el 

tamaño y la morfología del cristal, así como dotar a las nanopartículas de grupos 

funcionales en su superficie. Uno de los enfoques aplicados por esta nueva aproximación 

es el uso de poli-aminoácidos como aditivos para el control de la síntesis de 

nanopartículas mediante la metodología de coprecipitación. De hecho, son varios los 

estudios en los que, utilizando composiciones aleatorias de poli-aminoácidos como 

agentes de control en el procedimiento de química sintética biomimética, se ha 

demostrado que características como el tamaño, la morfología, la estabilidad coloidal y, 

por tanto, las propiedades magnéticas de las nanopartículas de magnetita se pueden 

modular en función de la concentración y composición de los poli-aminoácidos utilizados 

como aditivos (Baumgartner et al. 2014; Lenders et al. 2015, 2017). Partiendo de esta 

hipótesis, en la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio para la producción de 

nuevos cristales de magnetita mediante el uso de dos aminoácidos simples (Lisina-Lys- 

y Arginina-Arg-) como aditivos biológicos. Para ello, se ensayaron diferentes 
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concentraciones (0,1, 2 y 10 mM) de aminoácidos en experimentos de coprecipitación 

bajo condiciones biomiméticas y se evaluó el efecto de dichos aditivos sobre las 

características de los cristales híbridos obtenidos (denominados Lys-MNP o Arg-MNP).  

En relación al tamaño y la morfología, los cristales Lys-MNP presentaban un 

tamaño mayor y unas morfologías más definidas que aquellos cristales obtenidos en el 

control sin aditivos (MNP-control). Por el contrario, los cristales Arg-MNP no diferían ni 

en tamaño ni en forma de los cristales MNP-control. La presencia de aditivos puede 

afectar al proceso de precipitación de los cristales (y, por tanto, las características de los 

mismos) al proporcionar numerosos sitios de nucleación, especialmente si dichos aditivos 

presentan grupos funcionales cargados negativamente y/o positivamente con capacidad 

de interaccionar tanto con los cationes de hierro como con las superficies del cristal 

cargadas negativamente. En nuestro caso particular, tanto la Arg como la Lys presentan 

un pKa2 próximo a pH = 9 (Lys 9,04, Arg 8,95), pH al que tiene lugar la precipitación de 

magnetita (véase sección Materiales y Métodos), lo que posibilita que ambos sean 

zwitteriónicos con el grupo α-amino neutro, el grupo carboxilo cargado negativamente y 

los grupos laterales de amina (Lys) y guanidina (Arg) cargados positivamente. Así, tanto 

el grupo amino en su estado neutro, como el grupo carboxilo podrían interaccionar 

débilmente con los cationes de hierro en lo que se conoce como coordinación de tipo 

glicina (Aliyu and Na’aliya 2012). En dicho supuesto, ambos aminoácidos podrían quelar 

los cationes de hierro del sistema modificando la supersaturación del mismo con respecto 

a la magnetita y, por lo tanto, podrían afectar al tamaño de las MNPs. Este mecanismo se 

conoce como efecto ionotrópico y se ha descrito previamente en el uso de poli-

aminoácidos cargados negativamente (Bereczk-Tompa et al. 2017).  

Por otro lado, dichos aminoácidos presentan sus cadenas laterales cargadas 

positivamente a pH 9. Durante el proceso de precipitación, la superficie hidratada de la 

magnetita permanece neutra a pH fisiológico, siendo ≡Fe(II,III)OH la especie dominante. 

Al aumentar el valor del pH a valores más altos (nuestras condiciones de 

experimentación), la especie dominante es Fe(II,III)O-, presentando la magnetita una 

superficie cargada negativamente (Sun et al. 1998). De esta manera, el grupo amonio de 

la Lys y el grupo guanidino de la Arg, podrían interaccionar electrostáticamente con la 

superficie del cristal cargada negativamente, pudiendo modificar las propiedades de las 

MNPs resultantes. Este mecanismo, en el cual se produce la unión y estabilización de 

núcleos de magnetita pre-formados, es un mecanismo más específico que el efecto 
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ionotrópico y se ha probado y descrito previamente en estudios donde utilizaban poli-

lisina y poli-arginina como aditivos (Baumgartner et al. 2014; Lenders et al. 2015). Por 

lo tanto, en un primer momento, dado que nuestros aminoácidos de interés presentan las 

características estructurales necesarias para ejercer ambos mecanismos de acción, se 

podría postular que dichos mecanismos estarían implicados en nuestro proceso de 

precipitación. Sin embargo, dado que se ha demostrado que la capacidad de secuestrar 

cationes de hierro mediante la formación de complejos de hierro entre el grupo α-amina 

y los grupos carboxílicos de ambos aminoácidos se produce mediante una reacción de 

tipo isoenergético, sería el mecanismo de estabilización y unión de núcleos y no el 

mecanismo ionotrópico el que explicaría el diferente efecto ejercido por estos dos 

aminoácidos tan similares en el proceso de precipitación y, por tanto, las diferencias 

observadas entre los cristales Lys-MNP y Arg-MNP.  

Tal y como se ha comentado anteriormente, las cadenas laterales de estos dos 

aminoácidos difieren. En el caso de la Lys, la basicidad de su grupo amonio es 

significativamente menor que la del grupo guanidino presente en la Arg. Además, dicho 

grupo guanidinio es capaz de formar enlaces de hidrógeno estables con grupos de 

oxianiones (Baker et al. 2003; Li et al. 2013b; Vazdar et al. 2013). Así, se puede postular 

que la capacidad de estabilización electrostática de los núcleos por parte de estos 

aminoácidos puede ser diferente, pudiendo afectar a la cinética del crecimiento del cristal 

en función de la fuerza de la unión, ya que ésta va a condicionar la liberación y disolución 

de núcleos más pequeños previamente unidos para la formación de núcleos más grandes. 

En nuestro sistema particular, donde hay limitación de hierro, en el caso de la Arg, los 

núcleos se encuentran fuertemente estabilizados y, probablemente, no se redisuelven 

fácilmente, dando lugar a cristales de tamaño similar o incluso menor que los cristales 

MNP-control. Por el contrario, en el caso de la Lys, el efecto estabilizador es más débil, 

permitiendo la redisolución de los núcleos más pequeños en favor de los grandes a medida 

que la sobresaturación del sistema disminuye, actuando como un “tampón” de hierro, 

dando lugar a cristales con un tamaño mayor y con una morfología más definida.   

En relación a las propiedades superficiales, los análisis termogravimétricos (TGA) 

mostraron que ambos aminoácidos interaccionan con la superficie del cristal de 

magnetita. Además, el análisis de potencial-mostró que tanto los cristales Lys-MNP 

como Arg-MNP presentaban carga negativa a pH fisiológico (pH 7,4), poniendo de 
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manifiesto que tal interacción se produciría, probablemente, a través de la parte básica 

del aminoácido, exponiendo hacia la superficie los grupos cargados negativamente, 

concretamente, los grupos carboxilos, tal y como se ha postulado anteriormente en el 

mecanismo de acción. Esta característica es muy relevante ya que posibilita que estas 

nanopartículas sean estables coloidalmente a través de repulsiones electrostáticas entre 

sus superficies (Park et al. 2009), así como puedan ser funcionalizadas mediante 

interacciones electrostáticas, siendo la liberación de la carga en respuesta a cambios en el 

pH (Mura et al. 2013). 

En relación a las propiedades magnéticas, todos los cristales obtenidos mediante 

esta metodología de química sintética biomimética presentaban un comportamiento 

superparamagnético y un valor de temperatura de bloqueo (TB) más alto que aquel 

mostrado por los cristales MNP-control. Los cristales Lys10-MNP (mejor condición 

ensayada), mostraron la TB más alta y un aumento de magnetización más lento, 

características relacionadas con una gran cristalinidad, mayor tamaño y un mayor 

momento magnético por partícula (Prozorov et al. 2013). Estas propiedades magnéticas 

son muy importantes para la posible aplicación de estas nanopartículas, ya que en 

ausencia de un campo magnético externo las nanopartículas no presentan magnetización 

lo que previene su agregación magnética, mientras que son capaces de responder de 

manera eficiente una vez se aplique un campo magnético. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos ponen de manifiesto que esta metodología de química sintética biomimética, 

concretamente aquélla que utiliza el aminoácido Lys como aditivo, supone una 

metodología potencialmente escalable para la obtención de nanopartículas magnéticas 

que presenten los requisitos para su aplicación en biotecnología, especialmente, en 

nanomedicina.  

Por otro lado, existe otra aproximación de la química sintética biomimética que 

ha permitido la obtención de nanopartículas con unas propiedades diferentes de aquéllas 

obtenidas inorgánicamente mediante el método de coprecipitación. Tal y como se ha 

comentado en la Introducción, el proceso de mineralización controlada biológicamente 

(BCM) que tiene lugar en las bacterias magnetotácticas (MTB) da lugar a unas 

nanopartículas de magnetita recubiertas por una membrana lipídica, denominadas 

magnetosomas (Frankel and Bazylinski 2003). El alto control genético ejercido sobre el 

proceso de formación del magnetosoma a través de la expresión de proteínas asociadas al 

magnetosoma (MAPs) (Schübbe et al. 2003), proteínas responsables del proceso de 
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biomineralización de los cristales de magnetita, permite la producción de cristales con 

una características magnéticas, biológicas, químicas y físicas únicas que las convierten 

en la nanopartícula magnética ideal (Alphandéry 2014; Bazylinski et al. 1994; Thomas-

Keprta et al. 2000). Sin embargo, a pesar de que dicho proceso tiene lugar en condiciones 

de temperatura ambiente y 1 atm de presión, y de las excepcionales características que 

estos cristales exponen, es imposible la producción de magnetosomas a nivel industrial, 

dadas las estrictas necesidades fisiológicas de las MTB, las cuales presentan un 

crecimiento muy lento y dificultoso. Todo ello, junto con la falta de conocimiento real 

del proceso de biomineralización, ha imposibilitado la aplicación estos cristales en 

nanotecnología. En este contexto, la química sintética biomimética se ha posicionado 

como una alternativa real y con potencial de escalado para la obtención de nanopartículas 

de magnetita que, si bien difieren de las ideales partículas magnéticas presentes en los 

magnetosomas de las MTB, sí que permite la obtención de unas nanopartículas 

magnéticas con unas características biológicas, químicas y magnéticas similares y con un 

gran potencial. Para ello, dicha aproximación implica el uso de MAPs (expresadas de 

manera heteróloga) o péptidos sintéticos de estas MAPs, las cuales desempeñan un papel 

importante en el control del tamaño y la forma en el proceso de biomineralización de los 

magnetosomas en las MTB, para su aplicación como aditivos biológicos en experimentos 

de precipitación de magnetita in vitro (Amemiya et al. 2007; Arakaki et al. 2010, 2003; 

Bird et al. 2016b; Galloway et al. 2011; Kashyap et al. 2014b; Liu et al. 2015; Lopez-

Moreno et al. 2017; Nudelman et al. 2016, 2018a, 2018b; Prozorov et al. 2007a, 2007b; 

Rawlings et al. 2014; Valverde-Tercedor et al. 2015). De todas las nanopartículas 

producidas mediante esta aproximación, son de especial relevancia las nanopartículas 

magnéticas biomiméticas de magnetita mediadas por la proteína MamC del magnetosoma 

de la MTB Magnetococcus marinus MC-1 (referidas en esta Tesis Doctoral como 

BMNPs). Estas nanopartículas, cuya producción y aplicación están recogidas en la 

patente de nuestro grupo de investigación (referencia P201831064), son las 

nanopartículas biomiméticas de mayor tamaño producidas hasta la fecha, con un 

comportamiento superparamagnético a 300 K, compuestas por un 95% en peso de 

magnetita y 5% en peso de la proteína MamC, con un punto isoeléctrico (iep) de 4,4 y 

una superficie específica de 90 m2/g (García Rubia et al. 2018; Valverde-Tercedor et al. 

2015). Además, son capaces de responder a un campo magnético alterno (AMF) 

generando una respuesta de hipertermia magnética. En su conjunto, estas características 
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las convierten las nanopartículas biomiméticas con mayor potencial para suplir a los 

ansiados magnetosomas en el campo de la nanotecnología.  

En la Introducción, se ha expuesto que existen diferentes barreras biológicas y 

limitaciones de diseño racional que han frenado, hasta la fecha, la explosión de la 

nanotecnología en el campo de la nanomedicina a pesar de las numerosas ventajas que el 

uso de nanotransportadores en la liberación de fármacos ofrece. Prueba de ello es el bajo 

número de nanoformulaciones aprobadas por la FDA no consistentes en liposomas para 

su uso como nanotransportadores. Sin embargo, las características enumeradas 

anteriormente no sólo convierten a estas nanopartículas (BMNPs) en el principal 

candidato para suplir a los ansiados magnetosomas en el campo de la nanotecnología, 

sino que las han posicionado como un prometedor candidato en la búsqueda de nuevos 

materiales para el desarrollo de nuevas nanoformulaciones para su uso como 

nanotransportadores de fármacos con la capacidad de superar estas barreras. De esta 

manera, su tamaño, comprendido entre 30-40 nm, y su carga superficial (negativa pH 

fisiológico), permiten reducir los procesos de opsonización a través de la reducción de la 

interacción con las proteínas del plasma, reducir el aclaramiento renal, así como potenciar 

la interacción eficiente con células y su posterior internalización (Aillon et al. 2009; 

Alexis et al. 2008; Corot et al. 2006; Weissleder et al. 1995; Wilhelm et al. 2002).  

Por otro lado, esta carga neta negativa, junto con su carácter superparamagnético, 

evitan la aglomeración de estas nanopartículas (Corot et al. 2006). Además, dado que son 

las nanopartículas biomiméticas de mayor tamaño producidas hasta la fecha, presentan 

uno de los mayores momentos magnéticos por partícula, lo que posibilita una respuesta 

eficiente a la aplicación de un campo magnético externo, permitiendo su transporte y 

concentración en el lugar deseado (Neuberger et al. 2005). Por otro lado, la presencia de 

la proteína MamC en su composición modifica las propiedades superficiales de las 

BMNPs, dotándoles de grupos funcionales en dicha superficie (sin necesidad de aplicarles 

procesos posteriores de modificación superficial que pueden afectar a las propiedades 

magnéticas), los cuales, junto con su gran área superficial por partícula, permiten que 

tengan el potencial de anclar y, por lo tanto, transportar una gran cantidad de fármaco 

unido a través de interacciones de tipo electrostático (García Rubia et al. 2018). Además, 

su capacidad de generar calor en respuesta a un AMF posibilita la aplicación de un 

tratamiento de hipertermia en el lugar deseado. Finalmente, en relación a sus propiedades 

biológicas de toxicidad y biodegradabilidad, puesto que son nanopartículas de óxido de 
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hierro, presentan un bajo carácter inmunoestimulatorio y no son tóxicas, pudiendo ser 

internalizadas y metabolizadas por las células (Aderem and Underhill 1999; Klausner et 

al. 1993; Lemke et al. 2004; Lübbe et al. 1996).  

Por todo ello, dado el potencial que estas nanopartículas presentan, esta Tesis 

Doctoral ha pretendido desarrollar y evaluar la aplicabilidad de nanosistemas magnéticos 

basados en estas BMNPs como nanotransportadores y agentes de hipertermia. Con tal fin, 

se ha abordado el estudio y caracterización de las BMNPs como nanotransportadores de 

dos agentes terapéuticos (el compuesto antitumoral de nueva síntesis Ff35 y la 

bacteriocina AS-48) en combinación con la aplicación de un tratamiento de hipertermia 

magnética para el tratamiento de dos modelos de enfermedades localizadas: cáncer y 

enfermedades infecciosas. En un primer momento se evaluó y modeló la capacidad de 

carga de las nanopartículas con los dos agentes terapéuticos. Tal y como se ha comentado 

anteriormente, las BMNPs presentan un iep de 4,4, exponiendo una carga neta negativa a 

pH fisiológico gracias a los grupos carboxilo e hidroxilo cargados negativamente 

procedentes de la proteína MamC. De esta manera, estas nanopartículas posibilitan su 

funcionalización a través interacciones de tipo electrostático con moléculas que se 

encuentran cargadas positivamente a dicho pH. En el caso del compuesto antitumoral 

Ff35, esta molécula expone dos grupos básicos cargados positivamente y con capacidad 

de interaccionar con las BMNPs (Venkatesan 2017). En el caso de la bacteriocina AS-48, 

la forma hidrosoluble de esta molécula presenta dos hélices cargadas positivamente 

expuestas hacia la superficie y con capacidad de interaccionar con las BMNPs (Cebrián 

et al. 2015; Sánchez-Barrena et al. 2003).  

Los datos de las isotermas de adsorción de ambas moléculas se ajustaron al 

modelo de Langmuir-Freundlich (LF), con una capacidad de carga máxima (Qmax) de 

0.0026 mg Ff35 (r = 1,5, R2 = 0.93) y 0.064 mg de AS-48 (r = 3,5, R2 = 0.97) por mg de 

magnetita. Este modelo introduce los efectos derivados de la heterogeneidad energética 

de la superficie de las BMNPs y la cooperatividad positiva existente entre las moléculas 

a transportar, en la cual las moléculas adsorbidas pueden interaccionar tanto con el 

sustrato (superficie de las BMNPs) como entre ellas, disminuyendo de esta manera la 

energía de adsorción de la siguiente molécula (Luo and Andrade 1998). Por lo tanto, la 

capacidad de carga de nuestras nanopartículas reside tanto en la formación de enlaces de 

tipo electrostático entre la molécula a transportar y las BMNPs, como en las uniones de 

tipo cooperativo que se producen entre las moléculas. Este hecho es de especial relevancia 



Discusión 

368 

 

para la potencial aplicación clínica de los nanosistemas formados en relación a su 

estabilidad y capacidad de transporte y liberación del fármaco en el lugar deseado. Dado 

que a pH fisiológico las BMNPs se encuentran cargadas negativamente, no se espera la 

liberación de la carga siendo el nanosistema estable durante el almacenamiento del mismo 

o incluso tras su administración en el torrente sanguíneo. De hecho, el estudio de la 

estabilidad del nanosistema AS-48-BMNPs a pH fisiológico reveló una liberación de AS-

48 inferior al 7% tras 96 horas de incubación, mostrando una estabilidad muy superior a 

la ofrecida por otros nanosistemas que comprenden bacteriocinas (Heunis et al. 2011; 

Radaic et al. 2020). Por el contrario, una vez se modifica el pH ambiental y éste se 

aproxima al iep de las BMNPs (pH ácido), la estabilidad del nanosistema se ve 

comprometida liberando la carga. En nuestras dos enfermedades modelo a estudiar, 

nuestro nanosistema sería capaz de transportar de manera estable la carga a través del 

torrente sanguíneo y, una vez llegase al lugar deseado, sería capaz de liberar la carga  en 

respuesta a estímulos internos tales como el pH ácido que se localiza en el microambiente 

tumoral y/o en compartimentos celulares ácidos como lisosomas-endosomas, o en 

infecciones bacterianas como consecuencia de la fermentación anaerobia y procesos de 

inflamación (Deng et al. 2011; Min et al. 2010; Mura et al. 2013; Radovic-Moreno et al. 

2012). Por otro lado, el recubrimiento de las BMNPs con estas moléculas no afectó a las 

propiedades magnéticas de las mismas, manteniendo los nuevos nanosistemas (Ff35-

BMNPs y AS-48-BMNPs) un comportamiento superparamagnético y valores de 

saturación magnética similares a los de BMNPs, posibilitando esto su respuesta eficiente 

a un campo magnético externo.    

En relación al mecanismo de acción de nuestro primer agente terapéutico, el 

compuesto Ff35, éste constituye un inhibidor del enzima colina quinasa α1 (ChoKα1). 

Las investigaciones recientes han puesto de manifiesto que el metabolismo de la colina 

se encuentra asociado al inicio, desarrollo y progresión de tumores. Debido a ello, este 

enzima es considerada como un biomarcador de la progresión tumoral y carcinogénesis, 

posicionándose como una de las dianas terapéuticas más prometedoras en el cáncer (Cao 

et al. 2016; Glunde et al. 2011; Iorio et al. 2016).  

Sin embargo, a pesar de su potencial, el uso de compuestos inhibidores de este 

enzima se encuentra comprometido debido a los efectos secundarios adversos derivados 

de la inhibición de la toma de colina y el impedimento de la síntesis de acetilcolina 

(Arlauckas et al. 2016; Sola-Leyva et al. 2019). Este hecho se puso de manifiesto en los 
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experimentos in vitro realizados en este estudio. Al evaluar la toxicidad de la molécula 

en la línea celular derivada de hepatoblastoma humano HepG2, se observó que la 

molécula inhibía el crecimiento celular de una manera dependiente de concentración, 

siendo su IC50 6.23 ± 0.39 μM tras 24 horas. Las causas de esta inhibición se producían 

por los dos mecanismos descritos anteriormente: (1) el mecanismo por el cual la molécula 

fue diseñada, es decir, la inhibición del enzima ChoKα1 con un IC50 0.46 ± 0.079 μM; 

(2) así como, por el indeseable mecanismo de la inhibición de la toma de colina, causante 

de los efectos adversos. En este contexto, se observó que, a una concentración de Ff35 1 

μM y tras 10 minutos de exposición, la toma de colina se inhibía un 75%, siendo este 

efecto mucho más agudo tras 48 horas de exposición. Por lo tanto, los resultados indicaron 

claramente que nuestra molécula modelo inhibía fuertemente tanto la actividad como la 

toma de colina, siendo la suma de estos dos mecanismos la causante de la disminución de 

la proliferación celular.  

Interesantemente, al analizar los datos de citotoxicidad e inhibición de la toma de 

colina bajo las mismas condiciones pero en presencia de las BMNPs y del nanosistema 

Ff35-BMNPs, se obtuvieron resultados muy diferentes. En relación a la citotoxicidad, se 

comprobó la citocompatibilidad de las BMNPs en la línea HepG2, tal y como se había 

demostrado en estudios anteriores utilizando otras líneas celulares (García Rubia et al. 

2018; Jabalera et al. 2019). Por el contrario, al recubrir las BMNPs con el compuesto 

dando lugar al nanosistema Ff35-BMNPs, éste sí era capaz de inhibir la proliferación 

celular mostrando resultados similares de inhibición a aquéllos obtenidos con el fármaco 

soluble. Al analizar el mecanismo por el cual se ejercía dicho efecto citotóxico, se observó 

que la exposición del nanosistema Ff35-BMNPs durante 10 min, no producía ningún 

cambio significativo en la toma de colina, así como que, tras 48 horas de exposición, sólo 

se observaba una ligera inhibición en comparación con las células control. De esta 

manera, se probó que el transporte de la molécula Ff35 utilizando las BMNPs como 

nanotransportador reducía de manera significativa el efecto secundario de la toma de 

colina sin afectar al efecto antiproliferativo del compuesto a la misma concentración. Los 

análisis de microscopía electrónica de transmisión (TEM) confirmaron este hecho. En 

dichos análisis, no se observó ningún daño celular ultraestructural tras la internalización 

de las BMNPs, resaltando la biocompatibilidad celular de las BMNPs a la dosis testada. 

Por el contrario, las células tratadas con el nanosistema mostraron una notable alteración 

ultraestructural poniendo de manifiesto el daño ocasionado por el compuesto 
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internalizado. En ambos casos, se demostró que tanto las BMNPs como el nanosistema 

Ff35-BMNPs eran internalizados vía endocitosis, evitando así los transportadores 

dependientes de colina. Por lo tanto, mientras que la molécula soluble requiere de un 

transportador de colina para internalizarse en la célula, el nanosistema es capaz de entrar 

en la célula vía endocitosis, transportando el compuesto a través de una vía independiente 

de transportadores de colina, evitando así, la inhibición de la toma de esta molécula y los 

consiguientes efectos adversos. En consecuencia, el transporte de la molécula Ff35 

utilizando las BMNPs como nanotransportador incrementa su especificidad inhibiendo 

y/o reduciendo el mecanismo por el cual la molécula soluble produce los efectos 

secundarios adversos, posibilitando todo ello la potencial aplicación clínica de este tipo 

de moléculas, la cual de otra manera no sería posible.  

Finalmente, dado los resultados preliminares indicativos de efectos sinérgicos y/o 

aditivos entre quimioterapia e hipertermia y, aprovechando la capacidad de las BMNPs 

de responder a un AMF, se evaluó el efecto del tándem Ff35-hipertermia magnética. La 

aplicación de un AMF incrementó la citotoxicidad tanto de las BMNPs como de Ff35-

BMNPs. En el caso de las BMNPs, tras la exposición de un AMF, especialmente tras 2 o 

3 horas de tratamiento, se produjo una disminución significativa de la viabilidad (70%) 

revelando el efecto citotóxico de la hipertermia magnética. Dado que la concentración de 

nanopartículas utilizada no era suficiente para generar un incremento de temperatura 

macroscópico, este efecto citotóxico se habría producido, tal y como han demostrado 

otros estudios, a través del incremento nanométrico de temperatura (efecto conocido 

como “local-termia”) o por el incremento de la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Cazares-Cortes et al. 2019; Clerc et al. 2018; Creixell et al. 2011; 

Domenech et al. 2013; Sola-Leyva et al. 2020). En relación al efecto citotóxico del 

nanosistema, su combinación con un AMF incrementó la citotoxicidad celular en 

comparación con los valores obtenidos en ausencia de AMF, resaltando el efecto 

sinérgico y/o aditivo entre quimioterapia e hipertermia magnética, tal y como han 

señalado diferentes autores (Alvarez-Berríos et al. 2013; Ren et al. 2012; Willerding et 

al. 2016). Concretamente, la aplicación de un AMF no sólo produce su efecto a través del 

daño mecánico, la generación de ROS o el incremento local de temperatura, sino que 

también podría potenciar la liberación del compuesto en las células, tal y como se ha 

demostrado para otros compuestos (Iglesias et al. 2018). En resumen, el uso de BMNPs 

como nanotransportador del compuesto Ff35 en la enfermedad localizada modelo del 
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cáncer (modelo aplicable a otros inhibidores de ChoKα1), incrementa las funcionalidades 

de dichas moléculas al inhibir los efectos adversos provocados por las mismas, así como 

potenciar su efecto citotóxico en las células tumorales tras la aplicación de una terapia 

dual basada tanto en su capacidad para transportar y liberar la molécula en el lugar 

deseado, como en su capacidad para responder a estímulos externos (AMF).  

Continuando con nuestra segunda molécula modelo estudiada, la bacteriocina AS-

48, ésta constituye un péptido catiónico cíclico de 70 residuos de longitud, producido por 

Enterococcus faecalis, el cual presenta un fuerte efecto bactericida sobre las bacterias 

Gram-positivas y otros patógenos humanos (Abengózar et al. 2017; Galvez et al. 1991; 

Martín-Escolano et al. 2020; Martínez-García et al. 2018). La molécula en solución se 

organiza en dos formas diméricas en función del entorno físico-químico: la forma 

hidrosoluble dimérica I (DF-I), en la que las moléculas están unidas por interacciones 

hidrofóbicas, y la forma hidrofóbica dimérica II (DF-II) en la que las moléculas están 

unidas por interacciones hidrofílicas (Cebrián et al. 2015; Sánchez-Barrena et al. 2003). 

En relación a su mecanismo de acción, su efecto bactericida se produce a través del 

avance producido por interacciones de tipo electrostático y la acumulación de la forma 

DF-I en la membrana celular (cargada negativamente), seguido de la disociación de la 

molécula a la forma DF-II, lo que da lugar a la inserción en la bicapa lipídica y la 

formación de poros. Por el contrario, las bacterias Gram-negativas muestran una 

resistencia natural a AS-48, debido a la presencia de la membrana externa, requiriendo de 

un daño sub-letal previo de esta membrana para sensibilizarlas a AS-48 (Gálvez et al. 

1989; Maqueda et al. 2004). Los ensayos in vitro en cultivos plantónicos en ausencia de 

AMF utilizando la molécula acoplada a las BMNPs (AS-48-BMNPs) demostraron que el 

nanosistema preservaba el efecto bactericida de la bacteriocina sobre todas las bacterias 

Gram-positivas probadas (E. faecium, E. faecalis y Staphyloccous aureus). Además, 

también puso nuevamente de manifiesto la citocompatibilidad de las BMNPs, tal y como 

sucedía en el estudio descrito anteriormente utilizando cultivos de células eucariotas. 

Curiosamente, el comportamiento de la bacteria Gram-negativa Escherichia coli fue muy 

similar al de las bacterias Gram-positivas, en el cual no se detectó crecimiento tras 15 

minutos de tratamiento. Por el contrario, el nanosistema ralentizó el crecimiento de las 

dos bacterias Gram-negativas restantes analizadas (Klebsiella pneumoniae y 

Pseudomonas aeruginosa). Sin embargo, en estos dos últimos casos se seguían 

detectando células viables tras 90 minutos de tratamiento. Por lo tanto, estos ensayos en 



Discusión 

372 

 

ausencia de AMF demostraron la capacidad de las BMNPs para transportar y concentrar 

eficazmente la bacteriocina AS-48 hasta la superficie bacteriana, probablemente 

impulsada por las interacciones de tipo electrostático entre la pared celular y el 

nanosistema (Qu et al. 2019; Vihodceva et al. 2021). Una vez allí, los resultados obtenidos 

demuestran que la molécula sería capaz de inhibir totalmente y de manera rápida el 

crecimiento de las bacterias Gram-positivas analizadas y de E. coli, siendo esta inhibición 

parcial para K. pneumoniae y P. aeruginosa. En relación a los ensayos in vitro realizados 

en presencia del nanosistema en combinación con un AMF, los resultados obtenidos 

fueron muy diferentes. En este caso, no se detectó ningún crecimiento tras 15 minutos de 

tratamiento tanto para las bacterias Gram-positivas como las Gram-negativas. Estos 

resultados son de especial relevancia en comparación con aquéllos obtenidos en los 

experimentos in vitro en presencia de un AMF y BMNPs libres (en ausencia de AS-48), 

en los que se observó que la hipertermia magnética no presentaba un efecto bactericida 

claro.  

En base a los diferentes resultados obtenidos en las distintas condiciones 

ensayadas, se propuso el siguiente posible mecanismo de acción del nanosistema. Tal y 

como se ha comentado anteriormente y, en base a los resultados obtenidos en estudios 

previos (Qu et al. 2019; Vihodceva et al. 2021), el nanosistema, en respuesta a un campo 

magnético externo, sería capaz de transportar y concentrar la molécula AS-48 en el lugar 

deseado, siendo capaz de transportarla a la inmediatez de la pared celular impulsado por 

interacciones de tipo electrostático. Una vez allí, la desorción (parcial o total) de la 

molécula AS-48 facilitaría el cambio de la forma DF-I a DF-II y su inserción en la 

membrana celular bacteriana (Cebrián et al. 2015; Sánchez-Barrena et al. 2003). En este 

escenario, existen dos interacciones electrostáticas que compiten en la interfaz de la pared 

celular bacteriana: (1) la interacción electrostática entre AS-48 y la pared celular; y (2) la 

interacción entre AS-48 y las BMNPs. Si la primera de ellas es predominante, se 

favorecería la liberación de AS-48 y la formación de poros. De hecho, el pH ácido que 

rodea a la membrana celular como consecuencia del metabolismo bacteriano, reduce la 

carga neta de las BMNPs, debilitando la segunda interacción y permitiendo la liberación 

de AS-48. Así, bajo estas condiciones, las moléculas de AS-48 que se encuentran más 

alejadas de la superficie de las BMNPs se desprenderían fácilmente, continuando con las 

capas internas del nanosistema hasta alcanzar el equilibrio. Además, tal y como se ha 

comentado anteriormente, la aplicación de un AMF potenciaría este desprendimiento 
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como consecuencia del aumento de la energía térmica de las BMNPs, la cual debilitaría 

aún más la interacción electrostática (García Rubia et al. 2018; Jabalera et al. 2019; 

Peigneux et al. 2019). Esta hipótesis se confirma con los resultados obtenidos en los 

ensayos con bacterias Gram-negativas. Así, el nanosistema es capaz de ejercer su acción 

antibacteriana frente a E. coli (fermentación ácido-mixta y, por lo tanto, un pH más bajo), 

a cualquier temperatura, presentando un efecto antibacteriano leve frente a K. 

pneumoniae (fermentación butilenglicólica y que, además, dispone de una cápsula donde 

el EPS dificultaría aún más la eficacia de AS-48) y un efecto insignificante frente a P, 

aeruginosa (metabolismo respiratorio). Sin embargo, la aplicación del tratamiento de 

hipertermia magnética permitió superar estas barreras, presentando el nanosistema un 

efecto bactericida rápido y potente frente a todas las bacterias ensayadas.  

Esta conclusión se confirmó gracias a los resultados obtenidos en un segundo 

ensayo realizado utilizando bacterias Gram-negativas. En dicho ensayo, se añadieron 

diferentes concentraciones de AS-48 soluble a cultivos expuestos previamente a un AMF 

en presencia de BMNPs. En todos los casos, se observó una sorprendente reducción del 

crecimiento bacteriano en una manera dependiente de concentración. En el caso de E. coli 

y K. pneumoniae, los resultados fueron muy similares y mostraron que las BMNPs 

expuestas a AMF son capaces de reducir ligeramente el recuento celular, probablemente, 

debido a daños estructurales en la membrana celular externa (tal y como se ha demostrado 

previamente en estudios en células eucariotas, (Sola-Leyva et al. 2020)) y/o por la rotura 

de la cápsula en el caso de K. pneumoniae, pero sin capacidad de ejercer una muerte 

celular notable. Por lo tanto, la exposición a un AMF sería capaz de superar las diferencias 

en el valor de pH condicionadas por los diferentes tipos de metabolismo bacteriano y/o la 

protección de la cápsula en Klebsiella, lo que resulta en un efecto bactericida idéntico al 

observado en E. coli. En el caso de la tercera bacteria Gram-negativa, P. aeruginosa, los 

resultados obtenidos fueron notablemente diferentes. En este caso, las BMNPs en 

combinación con un AMF parecen tener un efecto bactericida, efecto potenciado cuando 

se combina con AS-48. Así, las BMNPs en combinación con un AMF, podrían alterar 

localmente la membrana externa comprometiendo la viabilidad celular, ya sea por un 

aumento local de la temperatura y/o por un daño mecánico local debido a la rotación de 

las nanopartículas (Sola-Leyva et al. 2020). En consecuencia, esta alteración facilitaría la 

entrada de AS-48 alcanzando la membrana celular y ejerciendo una acción bactericida 

más fuerte. Por lo tanto, en nuestro mecanismo de acción propuesto, el nanosistema AS-
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48-BMNPs, además de crear altas dosis locales de AS.48, sería capaz de potenciar el 

efecto antibacteriano de AS-48 frente a bacterias Gram-negativas a través de la alteración 

de las estructuras celulares inducida por las BMNPs bajo la influencia de un AMF.  

En resumen, al igual que sucedía con el modelo propuesto anteriormente mediante 

el uso del compuesto Ff35 en el contexto del tratamiento de la enfermedad modelo del 

cáncer, la inmovilización de la molécula AS-48 sobre las BMNPs, en combinación con 

la capacidad de estas nanopartículas de responder a un AMF, potencia la funcionalidad 

de la molécula teniendo efecto sobre bacterias Gram-negativas. Este resultado no se ha 

observado con anterioridad y pone de manifiesto el potencial de la sinergia entre los dos 

tratamientos (terapia antibacteriana dirigida e hipertermia magnética), constituyendo una 

alternativa innovadora como terapia potencial contra infecciones. Además, es importante 

destacar que las bacterias E. faecium y E. coli utilizadas en el estudio, son resistentes a 

vancomicina y a β-lactámicos, respectivamente, lo que refuerza aún más la idoneidad y 

el potencial de este tratamiento para su aplicación en el tratamiento de infecciones 

provocadas por bacterias resistentes a antibióticos.   

Los estudios descritos anteriormente han demostrado que la capacidad de las 

BMNPs como nanotransportadores de fármacos es innegable. Sin embargo, a pesar de 

tener la capacidad de responder a la aplicación de un AMF, muchas de las características 

que potencian su habilidad como nanotransportador, merman su potencial como agentes 

de hipertermia. Por un lado, el recubrimiento de la proteína MamC compromete la 

rotación de las BMNPs, ya que la presencia de MamC en las nanopartículas, podría 

propiciar la interacción entre diferentes nanopartículas vecinas, lo que dificultaría el 

movimiento de dichas nanopartículas. Por otro lado, su mayor tamaño las posiciona fuera 

del rango óptimo para la obtención de una respuesta magnética maximizada a través de 

los mecanismos de pérdida de histéresis y relajación (Néel y Brown) (García Rubia et al. 

2018; Li et al. 2010; Nudelman et al. 2016).  

Por el contrario, las MNPs (nanopartículas de magnetita inorgánica) han 

demostrado ser excelentes agentes de hipertermia gracias a su pequeño tamaño (< 30 nm), 

el cual optimiza su respuesta de hipertermia magnética a través de los mecanismos 

mencionados anteriormente (Li et al. 2010).  Este hecho se comprobó a través de los 

análisis de respuesta de hipertermia magnética realizados utilizando nanopartículas 

MNPs y BMNPs. Dichos análisis mostraron que, si bien ambas eran capaces de alcanzar 
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la temperatura efectiva de hipertermia en pocos segundos (42–46 °C (Huber 2005; Reddy 

et al. 2012)), la tasa de incremento de temperatura y, por tanto, la eficiencia de la respuesta 

fue mayor en el caso de las MNPs, tal y como revelaron los valores de tasa de absorción 

de calor específica (SAR) obtenidos. Así, para los valores máximos de frecuencia e 

intensidad de campo magnético ensayados, las MNPs y BMNPs mostraron un SAR de 87 

± 6 y 47 ± 3 W/g, respectivamente. Sin embargo, a pesar de ser unos excelentes agentes 

de hipertermia, las MNPs no son buenos nanotransportadores debido a su menor tamaño, 

el cual compromete el momento magnético por partícula y, por tanto, la eficiencia de guía 

magnética (Li et al. 2017), así como su superficie neutra dificulta los procesos de 

funcionalización con la molécula de interés, requiriendo de la adición de grupos 

funcionales que comprometen el ya de por sí poco eficiente momento magnético por 

partícula (Arruebo et al. 2007; El-Boubbou 2018).  

En base a estas características, se realizó el diseño de un nuevo nanosistema que 

combinara y potenciara las ventajas individuales cada nanopartícula en una misma 

nanoformulación. En un primer momento, se analizó el efecto de la combinación de los 

dos tipos de nanopartículas sobre la capacidad de respuesta de hipertermia magnética de 

las diferentes nanoformulaciones. De las dos combinaciones ensayadas (25% BMNPs + 

75% MNPs (25 B + 75 M) y 60% BMNPs + 40% MNPs (60 B + 40 M)), aquélla que dio 

lugar a una mayor respuesta de eficiencia magnética fue la nanoformulación 25 B + 75 

M. Concretamente, dicha nanoformulación expuso los valores máximos de SAR (96 ± 2 

W/g), valores superiores a aquéllos expuestos por las MNPs y BMNPs bajos las mismas 

condiciones experimentales. Algunos estudios han demostrado que suspensiones de 

nanopartículas con distribuciones de tamaño amplias dan lugar a una respuesta de 

hipertermia magnética óptima, ya que, en este caso, se maximiza la probabilidad de que 

un porcentaje de las nanopartículas del sistema se encuentre siempre girando en respuesta 

a un determinado AMF (Obaidat et al. 2015). Este fenómeno explicaría el incremento en 

los valores de SAR obtenidos para nuestro sistema mixto, en el cual se combinan 

nanopartículas magnéticas de hasta 70 nm, presentando una distribución de tamaño más 

amplia en comparación con la distribución de las BMNPs y/o MNPs de manera individual 

(hasta 30 nm en MNPs y 70 nm en BMNPs). En consecuencia, al ampliar los valores de 

la distribución de tamaño, se incrementa el porcentaje de nanopartículas con capacidad 

de responder al AMF en comparación con el de las nanoformulaciones compuestos por 
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un solo tipo de nanopartícula, lo que se traduce en un aumento de temperatura más 

eficiente en nuestra nanoformulación de estudio.  

Además, se analizaron otras propiedades de dicha nanoformulación. En relación a 

las propiedades magnéticas, la nanoformulación 25 B + 75 M mostraba el mayor valor de 

saturación magnética (70 emu/g, en comparación con los valores de 66 y 55 emu/g 

mostrados por MNPs y BMNPs, respectivamente) y la mayor TB (180 K en comparación 

con los valores de 103 y 145 K mostrados por MNPs y BMNPs, respectivamente), así 

como preservaba el comportamiento superparamagnético a 300 K. En relación a las 

propiedades de estabilidad coloidal, la nanoformulación 25 B + 75 M mostró la mayor 

estabilidad coloidal, entendida como el tiempo necesario para que la muestra sedimente. 

Este hecho podría ser el resultado de un efecto estabilizador mediado por la interacción 

entre las MNPs (de menor tamaño) y las BMNPs. Así, las MNPs podrían intercalarse 

entre las BMNPs y potenciar la repulsión de ambos tipos de nanopartículas 

incrementando la estabilidad de la nanoformulación (Sanz et al. 2015). Además, este 

incremento en la estabilidad coloidal de la mezcla estaría relacionado con el incremento 

en los valores de SAR mencionados anteriormente, ya que la agregación afecta 

negativamente a la rotación de las nanopartículas bajo la influencia de un AMF y, en 

consecuencia, al incremento de temperatura en base a esta respuesta.  

Por lo tanto, esta nueva nanoformulación no sólo permite combinar las ventajas 

individuales de las BMNPs y MNPs en una sola nanoformulación, sino que además 

incrementa y/o potencia la respuesta de hipertermia magnética de la misma en 

comparación con la respuesta obtenida bien por MNPs bien por BMNPs, así como mejora 

las propiedades magnéticas y de estabilidad coloidal de las mismas.  

Una vez se determinó la combinación óptima de nanopartículas que potenciaba la 

respuesta de hipertermia magnética, se evaluó la capacidad de la nanoformulación 

desarrollada como nanotransportador de fármacos. Para ello, se seleccionó el agente 

quimioterapéutico modelo Doxorrubicina (DOXO), dado su amplio espectro de actividad 

antitumoral (Beretta and Zunino 2007). Además, con el fin de mejorar la capacidad de 

transporte activo de la nanoformulación al sitio diana y como complemento a la habilidad 

de las BMNPs de responder a un campo magnético externo (orientación magnética), se 

puede aplicar la estrategia del uso de ligandos como anticuerpos monoclonales (mAb) o 

péptidos localizados en la superficie del nanotransportador, los cuales reconocen 
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específicamente biomarcadores expresados de manera específica en las células tumorales. 

De hecho, se ha demostrado que la combinación de estas dos estrategias, en lo que se 

define como mecanismo de doble guía, resulta en un incremento de la capacidad guía del 

nanotransportador al sitio diana (Peigneux et al. 2019; Schleich et al. 2014). En 

consecuencia, las BMNPs se conjugaron con el anticuerpo monoclonal AR-3, elegido 

como modelo de ligando dada su reactividad frente a un biomarcador expresado en 

diferentes tipos de carcinomas, en particular, aquéllos del tracto gastro-entérico, 

denominado CAR-3 y formado por una molécula similar a la mucina con un peso 

molecular de 400 kDa, siendo su epítopo de naturaleza carbohidratada (Prat et al. 1989, 

1985). Así, se realizó el diseño de un nanosistema multifuncional (denominado 25 TBM 

+ 75 M) compuesto por MNPs (M) y BMNPs funcionalizadas tanto con DOXO como el 

mAb AR-3 (nanoformulación denominada TBM) y se evaluó su potencial como 

nanotransportador de fármacos mediante doble guía (orientación magnética y anticuerpos 

monoclonales) y con capacidad de combinar dos enfoques terapéuticos (quimioterapia 

dirigida y la hipertermia magnética).  

La funcionalización de las BMNPs se realizó en base a las características 

superficiales que la proteína MamC confiere a estas nanopartículas descritas 

anteriormente. Así, al valor de pH al que se realiza la funcionalización, las BMNPs están 

cargadas negativamente, mientras que el mAb AR-3 se encuentra cargado positivamente 

y la DOXO también muestra esta carga positiva gracias a la exposición de los grupos -

NH3
+ en solución, lo que posibilita el acoplamiento de estas dos moléculas a las BMNPs 

en base a uniones de tipo electrostático. De hecho, se obtuvo una eficiencia de 

funcionalización del 50% en el caso del mAb AR-3 y del 80% en el caso de la DOXO. 

Por otro lado, la presencia de estas dos moléculas en la nanoformulación 25 TBM + 75 

M no afectó a la capacidad de respuesta de hipertermia magnética ni a la estabilidad 

coloidal de la misma. De esta manera, la nanoformulación mostró la mayor estabilidad 

coloidal en comparación con aquélla obtenida por las formulaciones compuestas por 

MNPs (M) o BMNPs funcionalizadas con ambas moléculas (TBM), así como mostró 

valores de SAR similares a aquéllos obtenidos por la nanoformulación sin funcionalizar 

bajo condiciones experimentales similares (86 ± 4 frente a 96 ± 2 W/g).  

En relación a la capacidad de la nanoformulación como nanotransportador del 

agente quimioterapéutico DOXO, éste preservó aquellas características que previamente 

habíamos observado para las BMNPs en su evaluación como nanotransportadores de las 
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moléculas Ff35 y AS-48 descritas en los modelos anteriores. De esta manera, la 

nanoformulación presentó una liberación inferior al 2% tras 75 min de incubación a pH 

fisiológico, indicando la estabilidad de la nanoformulación a este pH. Por el contrario, la 

incubación de la nanoformulación a pH 5, valor que mimetiza el ambiente presente en el 

compartimento endosomal/lisosomal (Geisow and Evans 1984; Mura et al. 2013), dio 

lugar a un incremento en la liberación de DOXO de más del 25%. Este porcentaje de 

liberación se incrementó aún más, hasta el 44%, cuando se aplicó un tratamiento AMF en 

combinación con pH ácido. Estos resultados indican una sinergia existente entre el pH 

ácido y el AMF sobre la liberación de fármaco transportado. Al tratarse de una unión de 

tipo electrostático, valores de pH altos previenen la liberación de la DOXO unida de las 

BMNPs (cargadas negativamente), mientras que valores de pH cercanos al iep de las 

BMNPs debilitan esta unión desencadenando la liberación de la molécula. Además, la 

aplicación de un AMF potencia este desprendimiento como consecuencia del aumento de 

la energía térmica de las BMNPs, la cual debilitaría aún más la interacción electrostática 

(García Rubia et al. 2018; Jabalera et al. 2019; Peigneux et al. 2019). Sin embargo, este 

incremento de energía térmica no es suficiente para romper el enlace electrostático a 

valores de pH fisiológico (la liberación de DOXO aumentó del 2 al 5% tras la aplicación 

del AMF), mientras que, a valores de pH ácido, sí que es suficiente para debilitar este 

enlace una vez que la superficie de las BMNPs ya no es tan negativa.  

Tal y como se ha comentado en la Introducción, este efecto potenciador de la 

liberación de fármacos inducido por la combinación de estímulos externos (hipertermia 

magnética) e internos (pH ácido) ya ha sido demostrado previamente por otros autores 

utilizando diferentes fármacos y nanotransportadores magnéticos. Dicho efecto justifica 

el desarrollo y aplicación de nuestro nanosistema como una plataforma multifuncional en 

la que la eficacia del tratamiento podría incrementarse combinado las dos terapias de 

liberación de fármacos e hipertermia magnética y que, además, permitiría su transporte y 

concentración a través de una estrategia de doble guía (orientación magnética y 

anticuerpos monoclonales). Con tal fin, se evaluó la toxicidad y citocompatibilidad de la 

nanoformulación, de sus respectivos componentes, así como de su homólogo sin 

funcionalizar (25 B + 75 M) en la línea celular de carcinoma de colon HT-29, la cual 

expresa el biomarcador reconocido por el mAb AR-3. Los resultados demostraron que las 

BMNPs, MNPs y la nanoformulación 25 B + 75 M son citocompatibles con valores de 

viabilidad celular superiores al 80% en todos los casos (INTERNATIONAL 
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STANDARD 2009). Por el contrario, tanto la muestra TBM como la nanoformulación 25 

TBM + 75 M mostraron una toxicidad significativa. Concretamente, para dosis más altas 

de DOXO, aquéllas presentes en la muestra TBM, no se observaron diferencias con 

respecto a la misma cantidad de DOXO soluble. En el caso de dosis más bajas de DOXO, 

aquéllas presentes en la nanoformulación 25 TBM + 75 M, éstas presentaron una 

toxicidad menor en comparación aquella toxicidad obtenida para la misma cantidad de 

DOXO soluble (Iafisco et al. 2013; Oltolina et al. 2019; Shi et al. 2009).  

En relación a los estudios de toxicidad en presencia de un AMF, todas las muestras 

y nanoformulaciones ensayadas (M, TBM y 25 TBM + 75 M) mostraron una reducción 

significativa de la viabilidad en comparación con las células control. Además, a pesar de 

que la muestra TBM presentaba una mayor cantidad de DOXO que la nanoformulación 

25 TBM + 75 M, ésta última presentó una disminución de la viabilidad más significativa, 

reducción condicionada, probablemente, por la mayor respuesta de hipertermia magnética 

generada por esta nanoformulación en comparación con la muestra TBM. Por lo tanto, 

estos resultados sugieren que la combinación de dos tipos de nanopartículas para la 

generación de un nanosistema multifuncional con una capacidad de respuesta de 

hipertermia magnética y de direccionalidad mejoradas, permite incrementar la eficacia 

del tratamiento local utilizando una menor cantidad de fármaco gracias a la sinergia 

existente entre estas dos terapias, hecho el cual constituye una de las bases que justifica 

y respalda la aplicación de la nanotecnología en el campo de la nanomedicina.   

Continuando con la línea del desarrollo y caracterización de nanosistemas que 

mejoren y potencien las capacidades intrínsecas expuestas por las nanopartículas de 

magnetita, especialmente, las de las BMNPs, se abordó el estudio de uno de los elementos 

cruciales para la aplicabilidad biotecnológica de estas nanopartículas, su estabilización 

para la obtención de ferrofluidos coloidales magnéticos estables frente a la agregación. 

En este contexto, dentro de todas las estrategias utilizadas para el recubrimiento y 

estabilización de nanopartículas magnéticas, destaca la encapsulación de las mismas en 

liposomas para la formación de magnetoliposomas. Este recubrimiento se ha demostrado 

que mejora la estabilidad de las nanopartículas, facilita la funcionalización de éstos con 

numerosas sustancias bioactivas para la obtención de nanosistemas multifuncionales muy 

flexibles, protege al agente terapéutico transportado por las nanopartículas, disminuye las 

interacciones con las proteínas del plasma, así como incrementa la internalización, 

biocompatibilidad y biodegradabilidad de las nanopartículas (Babincová et al. 2002; Cho 
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et al. 2008; Durán et al. 2008; Gonzales and Krishnan 2005). En consecuencia, se 

optimizó un protocolo para el recubrimiento de nanopartículas de magnetita (MNPs, 

BMNPs y el nanosistema mixto que combina ambas) y se evaluó el efecto de dicho 

recubrimiento en la respuesta magnética, así como su efecto en la respuesta de hipertermia 

magnética del núcleo magnético encapsulado. El protocolo de encapsulamiento, basado 

en tres pasos claves (estabilización de las nanopartículas magnéticas con ácido cítrico 

para incrementar las repulsiones electrostáticas, producción de una mezcla de 

magnetoliposomas de diferentes tamaños mediante el método de hidratación del film y, 

finalmente, la extrusión de esta mezcla para la unificación de su tamaño) permitió la 

obtención de magnetoliposomas unilaminares de 100 nm que presentaban un bajo número 

de partículas por liposoma (menor de 10). Las características de los magnetoliposomas 

obtenidos contrastaban con aquéllas mostradas por otros estudios que aplicaban 

metodologías similares, en los que se obtuvieron magnetoliposomas de 100 nm y una 

media de 77 partículas por liposoma (Garnier et al. 2012). Esta reducción del número de 

partículas por liposoma es importante para la mejora de la estabilidad coloidal, ya que 

disminuye las posibilidades de agrupación por agregación magnética (Vikesland et al. 

2016). De hecho, la presencia de la capa lipídica incrementó la estabilidad coloidal de las 

nanopartículas en suspensión en comparación con la estabilidad expuesta por las 

nanopartículas desnudas. Por otro lado, el grosor del recubrimiento no magnético es otro 

factor limitante dado que podría tener un efecto de apantallamiento de las propiedades 

magnéticas del núcleo magnético (Prozorov et al. 2013). Debido a ello, la producción de 

magnetoliposomas unilaminares frente a aquéllos multilaminares es una opción 

preferente y determinante. Además, incluso en el caso de los liposomas unilaminares, 

dicha capa puede ejercer dicho efecto de apantallamiento. Así, los datos de magnetización 

obtenidos demostraron hay un ligero efecto negativo en las propiedades magnéticas de 

las nanopartículas recubiertas, mostrando un apantallamiento del 5% en comparación con 

los valores obtenidos por las nanopartículas desnudas. Por otro lado, al igual que sucedía 

en los estudios descritos anteriormente, la nanoformulación 25 B + 75 M recubierta por 

la membrana lipídica (denominada magnetoliposomas 25BMNPs-75MNPs) potenció la 

respuesta magnética de la nanoformulación presentando el mayor valor de saturación 

magnética a 300 K, seguido por las muestras de magnetoliposomas de MNPs y BMNPs. 

Además, en todos los casos, las nanoformulaciones mostraron un comportamiento 

superparamagnético a 300 K.  
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En relación a la capacidad de respuesta de hipertermia magnética de las nuevas 

nanoformulaciones, el recubrimiento lipídico tiene un bajo impacto sobre esta propiedad. 

De esta manera, los valores de SAR obtenidos para las nuevas nanoformulaciones fueron 

similares a aquéllos expuestos por las mismas composiciones de núcleo magnético sin 

recubrir bajo condiciones experimentales similares, presentando la nanoformulación 

compuesta por magnetoliposomas 25BMNPs-75MNPs la mayor respuesta de hipertermia 

magnética. Además, en relación a la capacidad de las nanoformulaciones de alcanzar la 

temperatura de hipertermia y mantenerla constante durante un periodo de tiempo 

(Gonzales and Krishnan 2005; Muñoz de Escalona et al. 2016; Reddy et al. 2012), todas 

las nanoformulaciones ensayadas en este estudio alcanzaron la temperatura efectiva en 

menos de un minuto y la mantuvieron de manera estable durante, al menos, 30 minutos. 

Finalmente, se evaluó el efecto de la respuesta del núcleo magnético a la presencia de un 

AMF sobre el recubrimiento lipídico.  

Un dato muy notable es el mostrado por las imágenes de microscopía electrónica 

que revelan que, tras la exposición de los magnetoliposomas a un AMF, la cubierta 

lipídica desaparece indicando su rotura. De esta manera, la estabilidad de la cubierta 

podría verse comprometida cuanto estas nanopartículas giran y generan calor en respuesta 

al AMF. De hecho, estudios previos han observado la permeabilización de la cubierta 

lipídica tras la aplicación de un AMF (Chen et al. 2010; Nappini et al. 2016, 2011; 

Salvatore et al. 2016; Spera et al. 2014). Esta característica supone una ventaja, ya que 

permitiría controlar la liberación de la nanopartícula (y, por tanto, la carga de la misma) 

del magnetoliposoma mediante control remoto, en el sitio deseado y en un momento 

determinado en respuesta a un estímulo externo (AMF). En resumen, este estudio 

constituye la primera prueba de concepto para la mejora de la nanoformulación 

desarrollada en los dos estudios anteriores (25 TBM + 75 M), a través de un diseño que 

preserve la estrategia de combinar las ventajas de ambos tipos de nanopartículas, pero, 

que además, mejore sus funcionalidades gracias al recubrimiento lipídico en el que el 

fármaco transportado por las BMNPs esté protegido en el interior de la capa lipídica 

decorada con un anticuerpo. En este diseño ideal, los magnetoliposomas cargados con la 

mezcla 25 TBM + 75 M y decorados con un mAb, serían dirigidos hacia el sitio diana 

mediante el mecanismo de doble guía para, una vez allí y en respuesta al estímulo externo 

(AMF), liberar el núcleo magnético de composición mixta, el cual ejercería su efecto a 

través de la combinación sinérgica de las dos terapias descritas en el estudio anterior.   
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Sin embargo, a pesar del potencial y de todas las ventajas que las BMNPs ofrecen 

(ya sea de manera individual o en combinación con las MNPs), a día de hoy, no se ha 

abordado uno de los aspectos clave que constituyen la principal barrera tecnológica para 

la traslación y aplicación de estas nanopartículas: el escalado de la producción de las 

mismas (Shi et al. 2017). A pesar de que el proceso de la química sintética biomimética 

para su obtención sea un procedimiento a priori sencillo, reproducible, económico, 

sostenible y potencialmente escalable, el hecho de que se utilice como aditivo una 

proteína de membrana expresada de manera heteróloga, la proteína MamC, incrementa la 

complejidad del escalado al añadir nuevos factores condicionantes que constituyen uno 

de los cuellos de botella de este procedimiento: la producción y conservación de la 

proteína. Tal y como se ha comentado en la Introducción, MamC es una proteína de 

membrana constituida por dos dominios transmembrana helicoidales conectados por un 

bucle con estructura en α-hélice (Nudelman and Zarivach 2014). En relación a su posible 

mecanismo de acción, si bien todavía no se ha conseguido descifrar el mecanismo de 

acción específico de la proteína sobre el cristal, sí que se ha postulado que podría ejercer 

su efecto a través de dos mecanismos complementarios. En el primero de ellos, al igual 

que ocurría con las regiones cargadas negativamente de los poli-aminoácidos utilizados 

como aditivos biológicos en la aproximación descrita al principio de este apartado 

(Bereczk-Tompa et al. 2017), las regiones ácidas localizadas en las regiones C-terminal 

y en el bucle podrían unir cationes de hierro creando sitios locales de sobresaturación con 

respecto a la magnetita, favoreciendo de esta manera la nucleación de esta fase mineral 

(Kashyap et al. 2014a; Nudelman and Zarivach 2014; Valverde-Tercedor et al. 2015). Por 

otro lado, en relación al segundo mecanismo, conocido como efecto molde, los 

aminoácidos Asp70 y Glu66 localizados en la estructura helicoidal del bucle tendrían un 

papel fundamental en la interacción de la proteína con el cristal. De hecho, se ha 

demostrado que la distancia entre estos dos aminoácidos coincide con la distancia entre 

planos atómicos de hierro en varias caras de la magnetita (Nudelman et al. 2016; Subagyo 

and Sueoka 2007). Además, en los estudios realizados por Nudelman et al. 2018b, Lopez-

Moreno et al. 2017 y Ubago-Rodríguez et al. 2019 se puso de manifiesto que si la 

estructura de la proteína, especialmente la región del bucle, se ve alterada de algún modo, 

las BMNPs resultantes son indistinguibles de aquéllas obtenidas inorgánicamente. Por 

todo ello, se requiere la definición de una metodología de conservación de esta proteína 

que permita preservar las características de conformación, estado de agregación y 

funcionalidad de la misma con la finalidad de obtener lotes de nanopartículas de un 
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volumen mayor y reproducible, como un primer paso hacia el escalado de la producción 

de estas nanopartículas.  

En base a ello, se analizaron diferentes metodologías de conservación 

(crioconservación, liofilización y refrigeración) evaluando su efecto en la conformación 

y estado de oligomerización de la proteína, así como evaluando el efecto en la 

funcionalidad de la misma mediante el análisis de la morfología y tamaño de los cristales 

obtenidos en su presencia. Los análisis de dicroísmo circular (CD) revelaron el mismo 

espectro para todas las metodologías de conservación utilizadas, poniendo de manifiesto 

que MamC preservaba su conformación de estructura secundaria en α-hélice (Nudelman 

and Zarivach 2014). Sin embargo, sí que se apreciaron diferencias en los análisis de 

dispersión de luz dinámica (DLS). De acuerdo con el estudio realizado por Wilkins et al. 

1999, el radio hidrodinámico del estado monomérico de la proteína MamC en forma 

globular varía entre 2 nm para una conformación compacta hasta 3.6 nm en un 

conformación extendida. Así, los radios hidrodinámicos comprendidos entre 3-5, 6-10 y 

15-25 nm, pueden considerarse como monómeros, dímeros y trímeros, respectivamente. 

De esta manera, los resultados de DLS mostraron que el 90% de las especies presentes en 

la muestra control y en la muestra MamC N2 (muestra crioconservada) presentaban un 

estado monomérico, el 100% de la especies de la muestra MamC Lyo (muestra 

liofilizada) mostraba un estado trimérico y, en el caso de las muestras de refrigeración 

(MamC 15, 30 o 60 days), el 90% de las especies mostraban un estado dimérico. Dadas 

las diferencias encontradas en los estados de oligomerización, se evaluó cómo dicho 

estado afectaba a la funcionalidad de la proteína mediante el análisis de los cristales 

obtenidos. Los cristales producidos en presencia de MamC N2 mostraron tamaños y 

morfologías similares a aquéllos obtenidos en la muestra MamC Control, mientras que 

las muestras obtenidas en presencia de la proteína conservada mediante refrigeración o 

liofilización, si bien sí que preservaban morfologías similares a aquéllas expuestas por la 

muestra control, su tamaño era menor. Estos resultados se encuentran alineados con los 

resultados expuestos en el trabajo de Lopez-Moreno et al. 2017, donde se observó que los 

cristales más grandes y facetados se obtenían en presencia del estado monomérico activo 

de la proteína. En dicho estado, la proteína muestra el plegamiento funcional óptimo para 

la precipitación de las nanopartículas de magnetita, exponiendo correctamente los 

aminoácidos clave Glu66 y Asp70, así como exhibiendo una superficie extendida 
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implicada en la formación de la magnetita (Nudelman et al. 2018b, 2016; Ubago-

Rodríguez et al. 2019).  

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que los diferentes estados de 

agregación podrían afectar, o incluso suprimir, el efecto molde mediante diferentes 

mecanismos (Lopez-Moreno et al. 2017; Nudelman et al. 2018b, 2016; Ubago-Rodríguez 

et al. 2019): (1) modificando al orientación espacial de los aminoácidos Glu66 y Asp70, 

(2) ocultando estos residuos, y/o (3) evitando la interacción del bucle con la superficie de 

la magnetita mediante impedimentos estéricos. En resumen, dado que MamC es una 

proteína de membrana, cuando se encuentra en una solución acuosa, su tendencia es a 

blindar los aminoácidos hidrofóbicos presentes en su estructura. De esta manera, la 

proteína se encuentra en un equilibrio entre diferentes estados de asociación variando 

entre el monomérico al trimérico, estados que se van a ver modificados en función de la 

metodología de conservación aplicada. En el caso de la liofilización, a pesar de que se ha 

descrito como una buena metodología para la conservación de proteínas (Manning et al. 

2010), existen numerosas etapas del proceso que generan estrés en la proteína, 

especialmente los diferentes pasos de deshidratación, conduciendo a un cambio en el 

estado de agregación con un desplazamiento del equilibrio hacia la especie trimérica 

inactiva, en la que el entorno del bucle se encuentra comprometido sin posibilidad de 

ejercer su efecto. En el caso de la refrigeración a 4 ºC, con el transcurso del tiempo la 

proteína pasa de un estado monomérico a un estado dimérico (comprometiendo 

parcialmente el ambiente del bucle) y, finalmente, a un estado trimérico, el cual parece 

constituir el estado de asociación más estable de la proteína MamC en un medio acuoso 

en ausencia de detergente o estabilizador. Por el contrario, la crioconservación, la cual ha 

sido descrita como una buena alternativa para la conservación de proteínas a largo plazo 

dado el bajo estrés sufrido por la proteína tras la aplicación de tasas de enfriamiento muy 

rápidas (Bhatnagar et al. 2007; Carpenter et al. 1993; Pikal-Cleland and Carpenter 2001), 

sí que es capaz de mantener el correcto estado de conformación y agregación de la 

proteína y, por tanto su funcionalidad, siendo ésta última la metodología propuesta para 

solventar el problema del escalado de las síntesis de BMNPs.   

Finalmente, dado que las BMNPs se han obtenido tomando como inspiración el 

proceso de bioimineralización de las MTB a través del proceso de la química sintética 

biomimética, estas nanopartículas conservan y/o mimetizan algunas de las propiedades 

presentes en los magnetosomas.  Debido a ello, estas nanopartículas, en conjunto con 
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otros nanosistemas desarrollados en la presente Tesis Doctoral (MNPs, 

magnetoliposomas BMNPs y magnetoliposomas MNPs), se utilizaron como muestras 

control en la determinación y evaluación de la huella biogeoquímica de los 

magnetosomas, mediante el uso de la metodología de tomografía con sonda atómica 

(APT). Este estudio, donde la contribución de esta Tesis Doctoral se basó en la 

producción de las muestras descritas anteriormente, se llevó a cabo en la Universidad de 

Alabama y fue dirigido por el Dr. Pérez-Huerta. 

Tal y como se ha comentado en la Introducción, la determinación de una huella 

biológica definitiva que permita distinguir los cristales MTB de aquéllos producidos de 

manera abiótica, ha sido tema de discusión y controversia en la comunidad científica en 

las últimas décadas. De todas las metodologías desarrolladas, el enfoque con mayor 

potencial es aquel centrado en la búsqueda de moléculas orgánicas en el interior de la red 

cristalina de la magnetita de los magnetosomas (los denominados “criterios químicos”). 

Estos elementos constituirían la huella biológica de estos cristales y serían el resultado 

del efecto ejercido por las MAPs en el proceso de síntesis de magnetosoma. En este 

contexto, se abordó el estudio de la existencia de señales (huellas biológicas) de carbono 

en los magnetosomas a escala atómica mediante la técnica APT y se comparó con la señal 

obtenida en cristales de magnetita y magnetoliposomas biomiméticos sintéticos o 

producidos inorgánicamente, con el fin de evaluar la potencial aplicación de esta técnica 

en la identificación de la huella biológica de los cristales MTB.  

La metodología APT es una técnica que permite el análisis a escala atómica de la 

composición química de los cristales de magnetita, proporcionando información relevante 

en base la identificación y cuantificación de picos únicos en los espectros de masas 

(Gordon et al. 2015, 2012; Gordon and Joester 2011; Kuhlman et al. 2001; Miller and 

Forbes 2009). En base a ello, los resultados obtenidos mostraron que los magnetosomas 

estaban compuestos principalmente por O y Fe a concentraciones atómicas similares a 

aquéllas expuestas por los cristales de magnetita sintética. Sin embargo, se encontraron 

concentraciones relativamente altas de C (estados +1 y +2), señales no encontradas en las 

muestras producidas inorgánicamente, las cuales constituían el 11% de la concentración 

atómica.  

Como se ha comentado anteriormente, con el fin de validar la metodología de APT 

para la determinación de la huella biológica de los cristales MTB, así como descartar que 
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dicha señal fuera resultado de la suma de varios artefactos y/o contaminaciones durante 

la preparación de las muestras, se comparó la señal éstos con la de diferentes tipos de 

cristales, nanopartículas y nanosistemas compuestos por magnetita (algunos de ellos 

desarrollados y caracterizados en la presente Tesis Doctoral). Concretamente, el 

protocolo experimental para la preparación y análisis de los cristales MTB presentaba dos 

fuentes principales de contaminación: (1) la contaminación orgánica producida durante 

el protocolo de aislamiento y purificación de los magnetosomas y la preparación de la 

muestra de APT; y (2) la insuficiente eliminación de la membrana lipídica de los 

magnetosomas, la cual podría dar lugar a una señal de C.  

Para descartar la primera fuente potencial de contaminación, se analizó la señal de 

muestras de nanopartículas de magnetita inorgánicas (MNPs), separadas en dos lotes, uno 

sin tratar y otro tratado siguiendo el mismo protocolo aplicado para la extracción de los 

magnetosomas. Los análisis de APT revelaron la presencia de picos de C (+1), pero en 

concentraciones de, al menos, un orden de magnitud menor, probablemente, 

condicionadas por la síntesis de estas nanopartículas en material de vidrio.  

En relación a la segunda fuente potencial de contaminación, los restos de la 

membrana lipídica del magnetosoma podrían también contribuir a esta señal de carbono 

en los magnetosomas. Para descartarlo, se analizaron muestras de magnetoliposomas de 

magnetita inorgánica (L-MNPs) y magnetita biomimética (L-BMNPs) y se analizó su 

señal de C. Los datos obtenidos mostraron porcentajes atomicos de carbono muy 

inferiores a aquéllos obtenidos en los magnetosomas, excluyendo la posibilidad de esta 

contaminación. En base a estos resultados, se podría afirmar que la señal C presente en 

los magnetosomas obtenida mediante APT, es el resultado de la presencia de 

componentes orgánicos intracristalinos incorporados dentro de la red del cristal de 

magnetita, tal y como se ha demostrado previamente en el estudio realizado por Gordon 

and Joester 2011, donde se observó una señal C en los cristales de magnetita presente en 

dientes de quitón.  

En relación al origen de estos componentes orgánicos, éstos podrían ser el resultado 

de la incorporación de las MAPs (total o parcialmente) implicadas en el proceso de 

síntesis de magnetosomas en las MTB. De hecho, recientemente se ha sugerido como 

hipótesis, aunque sin evidencia experimental, que proteínas que intervienen en el proceso 

de biomineralización podrían incorporarse en la estructura cristalina (Arakaki et al. 2016; 
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Nudelman et al. 2016; Tanaka et al. 2011; Yamagishi et al. 2016). En el caso de las 

BMNPs mediadas por MamC, aunque no se ha podido determinar de manera directa la 

presencia de MamC asociada/incorporada el cristal de magnetita, su presencia se ha 

podido demostrar por el cambio en las propiedades magnéticas y superficiales de la 

nanopartícula biomimética (García Rubia et al. 2018; Valverde-Tercedor et al. 2015).  

Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran que los magnetosomas pueden 

identificarse y distinguirse directamente mediante huellas químicas presentes a escala 

atómica (señal C, en particular, la presencia de ambos elementos en los estados +1 y +2), 

y que la técnica empleada, APT, es capaz de ponerlos de manifiesto, constituyendo esta 

señal única una potencial nueva huella biogeoquímica de los magnetosomas con 

numerosas implicaciones en el ámbito de la astrobiología y geomicrobiología.  
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De acuerdo con los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente Tesis 

Doctoral, se exponen las siguientes conclusiones. 

I. La crioconservación es la única metodología efectiva para la correcta 

conservación de la proteína MamC, que facilitaría el posible escalado de la síntesis 

de nanopartículas magnéticas biomiméticas de magnetita mediadas por la proteína 

MamC (BMNPs). Dicha metodología permite conservar la estructura funcional de 

la proteína, así como preservar el estado monomérico activo de la misma. 

II. La arginina no ejerce control sobre el tamaño de los cristales de magnetita. Por el 

contrario, la lisina controla el tamaño de los cristales obtenidos, probablemente, 

mediante la estabilización de los núcleos por el grupo lateral amonio. Los cristales 

Lys10-MNP tienen un tamaño promedio de 30 nm, presentan carga negativa a pH 

7,4 (punto isoeléctrico igual a 4), son superparamagnéticos a temperatura 

ambiente y muestran un gran momento magnético por partícula, así como una alta 

saturación de magnetización. Esta metodología de síntesis utilizando el 

aminoácido de lisina como aditivo biológico supone una alternativa económica al 

uso de proteínas y poli-aminoácidos para el escalado industrial de la producción 

biomimética de nanopartículas de magnetita.   

III. La unión cooperativa del inhibidor del enzima colina quinasa α1 (ChoKα1) Ff35 

a las BMNPs incrementa la especificidad del fármaco por su diana terapéutica, 

facilitando la internalización celular del mismo y evitando su interacción con la 

captación de colina. El uso combinado del nanosistema (Ff35-BMNPs) y la 

hipertermia magnética incrementa el efecto citotóxico del mismo como 

consecuencia del incremento local de temperatura, así como, previsiblemente, por 

la inducción de la liberación del agente terapéutico.  

IV. La unión cooperativa de la bacteriocina AS-48 a las BMNPs presenta un fuerte 

efecto bactericida sobre bacterias Gram-positivas y, sorprendentemente, sobre 

Escherichia coli. El uso combinado del nanosistema (AS-48-BMNPs) y la 

hipertermia magnética incrementa el espectro de acción de la bacteriocina 

mostrando un fuerte y rápido efecto bactericida sobre Pseudomonas aeruginosa y 

Klebsiella pneumoniae. El mecanismo de acción revela un efecto potenciador en 

la liberación del fármaco como consecuencia del efecto aditivo de la hipertermia 

magnética y del pH ácido localizado en la superficie bacteriana, derivado del daño 
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a estructuras celulares causado por la rotación de las BMNPs, que permite que 

AS-48 alcance la diana y ejerza su función antibacteriana.   

V. La combinación en una misma nanoformulación de nanopartículas de magnetita 

inorgánicas (MNPs) y BMNPs, especialmente, la mezcla compuesta por 25% 

BMNPs + 75% MNPs incrementa la respuesta de hipertermia magnética en 

comparación con la respuesta obtenida cuando la nanoformulación está compuesta 

de manera exclusiva por un tipo de nanopartículas magnéticas. 

VI. Las nanopartículas BMNPs se pueden funcionalizar mediante unión electrostática 

con doxorrubicina (DOXO) y el anticuerpo monoclonal AR-3, siendo esta unión 

estable a pH fisiológico. La combinación de estas nanopartículas funcionalizadas 

(TBM) con MNPs en la proporción 25% TBM + 75% MNPs da lugar a un 

nanosistema multifuncional capaz de ser guiado al sitio diana mediante la 

aplicación de un mecanismo de doble guía (anticuerpo monoclonal y orientación 

magnética) y que incrementa la eficacia de su efecto citotóxico in vitro mediante 

la combinación de una mejora en la respuesta de hipertermia magnética del 

nanosistema y la liberación localizada y controlada del fármaco en repuesta a 

estímulos internos (pH) y externos (incremento local de temperatura en respuesta 

al campo magnético alterno -AMF-).   

VII. El protocolo de hidratación del film genera magnetoliposomas compuestos por 

BMNPs y/o MNPs con un tamaño de 100 nm y con un bajo número de partículas 

por liposoma. El recubrimiento lipídico de las nanopartículas incrementa la 

estabilidad coloidal de las mismas con un bajo impacto en las propiedades 

magnéticas del núcleo magnético en términos de saturación magnética, así como 

en la respuesta de hipertermia magnética de las nanoformulaciones. Además, se 

ha comprobado que, tras la aplicación del AMF, dicho recubrimiento se rompe 

liberando las nanopartículas al medio, posibilitando de esta manera el control 

remoto de la liberación de las nanopartículas mediante la aplicación de estímulos 

externos (AMF).    

VIII. Los cristales de magnetita producidos por las bacterias magnetotácticas (MTB) 

pueden distinguirse directamente de aquellos cristales con origen abiótico o 

biomimético mediante el uso de huellas químicas a escala atómica mediante APT. 

La señal acoplada de carbono, especialmente, la presencia de dicho elemento en 

los estados +1 y +2, es significativamente más alta en los magnetosomas 

comparada con el resto de muestras inorgánicas o biomiméticas analizadas, y 
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supone el descubrimiento de una nueva huella biogeoquímica de estos cristales 

para su aplicación en la determinación e identificación de magnetofósiles.  
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In agreement with the results obtained during the development of this Doctoral 

Thesis, the following conclusions are presented:  

I. Cryopreservation is the unique effective methodology for the right conservation 

of MamC protein and the possible scale-up of the synthesis of MamC protein-

mediated biomimetic magnetic magnetite nanoparticles (BMNPs). This 

methodology allows to maintain the protein functional structure, as well as, to 

preserve its active monomeric state. 

II. Arginine does not exert control over the magnetite crystals size. On the other hand, 

lysine is able to control the size of crystals obtained, probably, through the 

stabilization of the magnetite nuclei by its lateral ammonium group. Lys10-MNP 

crystals show an average size of 30 nm, are negative charged at 7.4 (with 

isoelectric point of 4), superparamagnetic at room temperature and expose a fairly 

large magnetic moment per particle, as well as, a high magnetic saturation. This 

approach using lysine as biological additive provides an economical alternative to 

the use of proteins and polyamino acids for the biomimetic production scale-up of 

magnetite nanoparticles. 

III. The cooperative binding of choline kinase α1 (ChoKα1) inhibitor Ff35 to BMNPs 

increases the drug specificity for its therapeutic target, thus easing its 

internalization and avoiding the interaction with choline uptake. The combined 

use of Ff35-BMNPs nanosystem and magnetic hyperthermia increases the 

nanosystem cytotoxic effect, as a consequence of the local temperature increment, 

as well as, probably, by triggering the release of the therapeutic agent.  

IV. The cooperative binding of AS-48 bacteriocin to BMNPs shows a strong 

bactericidal effect against Gram-positive bacteria and, surprisingly, against 

Escherichia coli. The combined use of AS-48-BMNPs nanosystem and magnetic 

hyperthermia amplifies the spectrum of peptide action exposing a strong 

bactericidal effect against Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. 

The mechanism of action reveals a potentiating effect on the drug release due to 

the additive effect of magnetic hyperthermia and the acidic pH located at bacterial 

surface, probably caused by the damage of cell structure by the BMNPs rotation 

that allows AS-48 to reach the target.   

V. The mixture of inorganic magnetic nanoparticles (MNPs) and BMNPs in the same 

nanoformulation, in particular, that mixture composed of 25% BMNPs + 75% 
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MNPs, improves the magnetic hyperthermia response compared to those 

responses obtained by nanoformulations composed of only one type of magnetic 

nanoparticles.  

VI. BMNPs can be functionalized with doxorubicin (DOXO) and monoclonal 

antibody AR-3 by electrostatic interaction, being this binding stable at 

physiological pH. The mixture of these functionalized nanoparticles (TBM) and 

MNPs using the proportion 25% TBM + 75% MNPs results in a multifunctional 

nanoplatform. This multifunctional platform is able to be guided to the target site 

by the application of a dual guidance (monoclonal antibodies and magnetic 

orientation) and increases the efficacy of its in vitro cytotoxic effect through the 

combination of a nanosystem enhanced magnetic hyperthermia response and the 

controlled localized drug release in response to internal (pH) and external stimuli 

(local temperature increment induced by the response to the alternating magnetic 

field –AMF-). 

VII. Thin film hydration preparation method results in the production of 

magnetoliposomes composed of BMNPs and/or MNPs with a size of 100 nm and 

with a low number of particles per liposome. The nanoparticles lipid coating 

improves their colloidal stability and has a low impact on the nuclei magnetic 

properties, in terms of magnetic saturation and magnetic hyperthermia response. 

After the application of AMF, this lipid coating is broken releasing the 

nanoparticles into the environment, which thus possibilities to remote control the 

release of nanoparticles through the application of external stimuli (AMF).  

VIII. The magnetite crystal produced by magnetotactic bacteria (MTB) can be directly 

distinguished from those crystals of abiotic or biomimetic origin by atomic-scale 

chemical biosignatures detected by APT. The carbon signal, in particular, the 

presence of this element at +1 y +2 states, is significantly higher in magnetosomes 

compared to that of the other inorganic and/or biomimetic magnetites analyzed, 

and yields the discovery of a new biogeochemical fingerprinting for its application 

in the magnetofossils determination and identification.  
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