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OBJETIVOS DEL PROYECTO

El objetivo principal de este proyecto es el desarrollo de terapias celulares basadas en
hipertermia magnética mediante el empleo de nanogeles funcionalizados en su
superficie. Como aspecto innovador se propone la utilizacion de estos sistemas como
reactores de nanoparticulas magnéticas de forma que se pueda controlar la respuesta
magnética de las mismas. Ademads, este método de sintesis permite obtener sistemas en
los que hay interaccion entre las nanoparticulas y la matriz polimérica y por tanto se
evita la difusion de las nanoparticulas fuera del gel. Para cumplir este objetivo se

tendran en cuenta diversos criterios:

(1) tamafio de los nanogeles que es importante para su acumulacion en tumores in Vivo;

(2) Capacidad de respuesta a diferentes estimulos del nanogel (ej. pH, temperatura)

(3) Obtencioén de respuesta superparamagnética de las nanoparticulas encapsuladas en el
gel de forma que se libere calor cuando el sistema sea expuesto a campos magnéticos

oscilantes.

(4) Biofuncionalizacion de los nanogeles hibridos para reconocimiento celular.

TAREAS Y RESULTADOS

A continuacion se desglosan de forma resumida las principales tareas desarrolladas y los

resultados obtenidos

TAREA A: Disefio de nanogeles hibridos

Para la obtencion de nanogeles magnéticos de quitosano, se ha desarrollado una
metodologia para encapsular un ferrofluido acuoso comercial con nanoparticulas de

oxido de hierro de tamafio de 10 nm (NGAP FeO-05#4, Nanogap Sub powders) dentro



de nanogeles de quitosano entrecruzados con sales de tripolifosfato (TPP). El
entrecruzamiento fisico del CS con el TPP tiene lugar a través de las interacciones
ionicas entre la amina protonada y el grupo fosfato. Se varid la cantidad de NPs en el
sistema, para lo cual se pesaron 0.25, 0.1 y 0.025 g del ferrofluido y se disolvieron en 5
mL de agua ultrapura (5%, 2% y 0.5% m/v, respectivamente). Las muestras obtenidas
se denominaron NP+Fe 0.5 donde el nimero indica la concentracion de nanoparticulas
de oxido de hierro incorporadas. La dispersiéon de ferrofluido se afiadié de forma
controlada a 30 mL de quitosano (suministrado por el Laboratorio de Polimeros de la
Universidad Nacional de Costa Rica) al 0.5% m/v, en atmdsfera de nitrégeno y se
mantuvo el sistema bajo agitacion constante a 8600 rpm. Finalizada la adicion del
ferrofluido se afiadieron sales de tripolifosfato (TPP) como agente entrecruzante al 0.5%
m/v y posteriormente se dejo el sistema en agitacion por 10 min mas. La muestra
resultante, se centrifugd a 5000 rpm y posteriormente se dializd y liofilizd con el
objetivo de eliminar residuos de la reaccion de sintesis de los nanogeles. El esquema de

formacion de estos materiales se muestra en el esquema 1.
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Esquema 1. Procedimiento de formacion de nanogeles de quitosano



La morfologia de los nanogeles de quitosano con nanoparticulas de hierro se determind
por microscopia electronica de transmision (TEM) (figura 1) donde se pueda observar la
formacion de particulas esféricas y se puede concluir que las nanoparticulas de 6xido de

hierro se encuentran encapsuladas dentro de la matriz polimérica de quitosano de

manera eficiente.

Figura 1. Microscopia TEM realizadas a dos magnificaciones diferentes
correspondientes a nanogeles de quitosano con nanoparticulas de 6xido de hierro

incorporadas.

Este método de obtencion permite el escalado en la preparacion de nanogeles hibridos
mediante la utilizacién de reactores de mayor volumen. Actualmente, estamos
explorando esta posibilidad mediante el ensayo de condiciones de preparacion en la que

se varie tanto la concentracion de los reactivos como el volumen de la dispersion.

Por otro lado, basandonos en la metodologia desarrollada en el grupo para la obtencion
de nanoparticulas de oxido de hierro in situ en geles de quitosano' (figura 2) se han
realizado varios experimentos con el objetivo de llevar a cabo la sintesis in Situ de
nanoparticulas de 6xido de hierro en nanogeles de quitosano entrecruzados con sales de

tripolifosfato. Para ello se llevo a cabo la formacion de nanogeles de quitosano con TPP

' R. Hernandez, V. Zamora-Mora, M. Sibaja-Ballestero, J. Vega-Baudrit, D. Lopez, C. Mijangos. Journal of
Colloid and Interface Science, 2009, 339, 53-59
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y posteriormente se adicciond una mezcla de cloruros de hierro (Fe*"/Fe’") en agitacion
constante. Terminado este proceso, se afiadié una disolucion basica para producir la
oxidacién de los cloruros de hierro a 6xidos de hierro. La reaccion se llevo a cabo en
atmosfera de nitrogeno lo cual es determinante para evitar la formacion de hidroxido de
hierro que no tiene propiedades magnéticas. Se vari6 tanto el orden de adiccion de los
reactivos como las concentraciones de cloruros de hierro y de entrecruzante (TPP). En
todos los casos se obtuvo un ferrofluido de quitosano y es necesario continuar

optimizando el método para obtener nanoparticulas esféricas de quitosano.

Figura 2. (a) Gel de quitosano con nanoparticulas de éxido de hierro incorporadas

y (b) gel de quitosano obtenido por precipitacién en medio béasico

Un tercer método de obtencion de nanogeles hibridos de quitosano y que ademas esta
implementado a nivel industrial para la obtencion de emulsiones coloidales con tamafo
de gota homogéneo es la utilizacion de equipos de tipo microfluidizador. En dichos
equipos, se somete a una cizalla muy alta a una determinada dispersion coloidal
preformada mediante su paso a través de canales de tamafio nanométrico, de forma que
las dispersiones resultantes tienen un tamafo de particula homogéneo y que se puede
variar en funcidon del nimero de veces que se hagan pasar las nanoparticulas a través de
los canales del microfluidizador. Con este objetivo, realizamos una prueba en un equipo
de tipo microfluidizador M-110PS (Microfluidics) en la facultad de Ciencias
Experimentales de la Universidad de Huelva. Para dicha prueba se emplearon

dispersiones coloidales de nanogeles de polidcido glicolico-lactico (PLGA) obtenidas
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por un proceso de emulsion-evaporacion (Master Aurora Pérez Briones). Sin embargo,
no se observaron cambios ni en el tamafio medio de las nanoparticulas ni en la

distribucion de tamaiios.

Dentro de esta linea, el grupo ha establecido recientemente una colaboracion con el
grupo de la Prof. Eugenia Kumacheva de la Universidad de Toronto con el objetivo de
utilizar la técnica de microfluidos para la preparacion de nanogeles poliméricos. Esta
técnica estd basada en la manipulacion de volimenes muy pequefios de fluidos y
permite controlar tanto el tamafio como la distribucion de tamafios de los nanogeles
obtenidos mediante la reaccion de entrecruzamiento del material dentro de canales de
tamafio micrométrico en lo que constituye un dispositivo 'lab on a chip’? que permite la

obtencidn en continuo de particulas con distribucion de tamafio homogéneo.

En esta linea, D * Vanessa Zamora-Mora, que forma parte del grupo realizara una
estancia de tres meses (agosto-octubre 2012) en el laboratorio de la profesora Eugenia
Kumacheva para la preparacion de nanogeles de quitosano hibrido monodispersos. Para
la realizacion de esta estancia se cuenta con la metodologia desarrollada en el marco de
este proyecto para la preparacion de nanogeles hibridos de quitosano. Una
representacion esquematica del método de preparacion a través de la técnica de
microfluidos se muestra en la figura 3. Cabe destacar que la ayuda concedida por la
fundacién Domingo Martinez contribuira a la financiacion de la estancia en este mismo
laboratorio de otra estudiante de doctorado implicada en el proyecto, D* Aurora Pérez
que desarrolla su proyecto en la preparacion de nanogeles monodispersos de poliacido

glicélico-lactico (PLGA) con nanoparticulas de 6xido de hierro incorporadas.

ZA, Kumachev, J. Greener, E. Tumarkin, E. Eiser, P.W.Zandstra, E. Kumacheva. Biomaterials 32 (2011)
1477-1483
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Figura 3. (a) Representacion esquematica de la preparacion de nanogeles de
quitosano hibridos a través de la técnica de microfluidos: A Disolucién que
contiene nanoparticulas y quitosano. B Disolucion que contiene sales de

tripolifosfato, TPP como entrecruzante.

TAREA B. Estudio de la respuesta a diversos estimulos de las particulas de

nanogel vy del comportamiento viscoelastico de los materiales hibridos.

El tamafio de los nanogeles de quitosano con y sin nanoparticulas magnéticas, se
determino6 por medio de dispersion de luz dinamica (DLS) en un equipo Zetasizer Nano-
S, Malvern. Las muestras de nanogeles se midieron después del proceso de
centrifugacion, tras el cual las muestras se filtraron a través de un papel de filtro
micropore de 800 nm y se anadié a 1 mL de acido acético previamente filtrado. Para el
estudio de la variacion del tamafio de los nanogeles en funcion del pH, se dispersaron
los nanogeles liofilizados en buffer de fosfatos a pH 6.8 y 7.4. Se mantuvieron las
muestras en agitacion por 30 minutos y posteriormente se midid el tamaio de los
nanogeles por DLS. En la tabla 1, se resume el tamafio obtenido para los nanogeles de
quitosano con diferente concentracion en nanoparticulas asi como el correspondiente a
la muestra con un contenido en nanoparticulas de 2% (NP+Fe2%) medida a diferentes
pH

Como se puede observar, la incorporacion de nanoparticulas a los nanogeles de
quitosano da lugar a un aumento del tamafio de los nanogeles y ademas se observa una

variacion del tamafio de los nanogeles en funcion de la cantidad de ferrofluido
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incorporada. Los estudios de la respuesta al pH de la muestra con un 2% de
nanoparticulas de 6xido de hierro han puesto de manifiesto un aumento considerable del
tamafio de particula a pH fisiologico, esto podria deberse a la precipitacion del
quitosano a pH por encima de 6.8 que daria lugar a la formacion de aglomerados.

Tabla 1. Tamafo de los nanogeles sintetizados obtenido por DLS.

Muestra Tamafio (nm)
NP+Fe 0% 140 +7
NP+Fe 0.5% 192 +3
NP+Fe 2% 205+3
pH=6.8 | 158+33
pH=7.2 | 772+142
NP+Fe 5% 259+ 1

Determinacion de las propiedades viscoelasticas de los nanogeles magneto-

poliméricos mediante reometria de control de esfuerzo.

Actualmente, la terapia de hipertemia magnética se realiza mediante inyeccion de
ferrofluidos en el 4rea a tratar’. Para que un sistema coloidal sea inyectable es necesario
que la viscosidad de las dispersiones sea lo suficientemente baja como facilitar la
inyeccion o que la viscosidad disminuya como consecuencia de la aplicacion de una
deformacion, es decir que el material presente un comportamiento self-thinning. Por
tanto, el conocimiento de las propiedades reologicas de las dispersiones coloidales es de
vital importancia para determinar sus aplicaciones como materiales inyectables. El
estudio reoldgico de los nanogeles hibridos de quitosano se llevo a cabo en un redémetro
AR-G2 TA Instruments siguiendo la metodologia desarrollada en nuestro grupo

recientemente publicada’. La geometria que se empleo fue la de platos paralelos de 60

* Maier-Hauff K, Ulrich F, Nestler D, Niehoff H, Wust P, Thiesen B, Orawa H, Budach V, Jordan A. Journal
of Neurooncology, 2011, 103(2), pp317-24
‘c. Echevarria, C. Mijangos. Langmuir, 2011, 27 (13), pp 8027-8035
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mm. Se llevaron a cabo dos tipos de ensayos (1) Barridos de deformacion de (0.001-
1000%) a una frecuencia constante y no destructiva, de 0.5 Hz a 25 °C. (2) Barridos de
frecuencia (10-0.01 Hz) a una deformaciéon constante dentro del rango de

viscoelasticidad lineal del 0.5%.

Como resultados representativos, en la figura 4, se presenta la variacion del médulo
elastico y el moddulo viscoso con la deformacion de nanogeles de quitosano
entrecruzados con TPP a distintas concentraciones de la dispersion (0.5, 1, 2, 2.5 %

m/v).
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Figura 4. Variacion del modulo elastico (G") (trazos rojos) y del médulo viscoso
(G™) (trazos azules) en funcidn de la deformacion para dispersiones de nanogeles

de quitosano en agua a diferentes concentraciones a 0.5, 1, 2y 2.5%m/v.

Estos experimentos permiten determinar el rango de viscoelasticidad lineal, es decir, el
rango en el cual el modulo elastico y viscoso son independientes de la deformacion. En
el rango de viscoelasticidad lineal, G* es mayor que G"” lo cual es una caracteristica del
estado gel e indica un comportamiento predominantemente eldstico del material. El

punto en el cual el modulo eldstico G” disminuye con el incremento de la deformacion



se conoce como deformacion critica y es donde se produce la ruptura de la estructura
del gel por la deformacion aplicada. Como se puede observar en la figura 4, la
deformacion critica aumenta al aumentar la concentracion de las dispersiones y en todos
los casos las dispersiones presentan un comportamiento de self-thinning con la

deformacion aplicada lo que indica su aplicabilidad como materiales inyectables.

Los resultados correspondientes al estudio reologico realizado en muestras de nanogeles
hibridos de quitosano se encuentran detallados en un articulo que se remitird a la
fundacion una vez publicado y en el que consta de forma expresa el agradecimiento a la

FDM.

TAREA C. Estudio de la respuesta magnética y del calentamiento de las

nanoparticulas a través de la aplicacién de campos magnéticos alternantes para

determinar sus aplicaciones en hipertermia magnética.

Este apartado se realiza en colaboracion con los profesores G. Goya y R. Ibarra del
Instituto de Nanotecnologia de Aragon, y el objetivo es determinar si los nanogeles de
quitosano con NPs incorporadas podrian ser sistemas utiles en terapias mediante
tratamiento de hipertermia. El estudio consiste en determinar la capacidad que poseen
los nanogeles hibridos para ser estimulados externamente mediante la aplicacién un
campo magnético alterno y cuantificar el calentamiento provocado. Este montaje esta
constituido por una fuente comercial (EASYHEAT AMBRELL) que genera una
corriente de 390A a una frecuencia constante de 360KHz. La muestra se introduce en el
espacio adiabatico preparado para medir en fase liquida, cuyo volumen es de 1,5ml
aproximadamente. Los datos de la temperatura se recogen mediante una sonda de fibra

optica (Reflex, Neoptix) (cable amarillo) inmune a las radio-frecuencias del ambiente.
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Desarrollo de un dispositivo ad hoc que permite medir simultaneamente liberacion

controlada e hipertermia magnética

De forma paralela hemos comenzado a colaborar en el desarrollo de un dispositivo que
permita medir simultdneamente la liberacion controlada por efecto de un campo
magnético e hipertermia magnética y que constituye el trabajo de tesis de D° Ignacio
Bruvera (Instituto de Nanotecnologia de Aragoén). Una representacion esquematica del

dispositivo desarrollado se muestra en el esquema 2.

Esquema 2. Representacion esquematica del dispositivo disefiado para la medida
simultanea de la liberacion controlada y la hipertermia magnética en nanogeles

hibridos de quitosano.

Este dispositivo permite aplicar un campo magnético dentro de una celda de medida de
forma que el calentamiento producido por el gel de lugar a su contraccion y liberacion
de un farmaco modelo (en este caso, vitamina B12). La cantidad liberada puede
determinarse cuantitativamente por lectura a través de una ldmpara UV-vis. Los
resultados obtenidos hasta el momento sobre geles interpenetrados de alginato-poli (N-

isopropilacrilamida) con nanoparticulas magnéticas sintetizadas in situ® han permitido

> R. Hernandez y C. Mijangos. Macromol. Rapid Commun. 2009, 30, 176-181
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determinar que este dispositivo es valido para este tipo de medidas simultaneas y

permiten anticipar una aplicacion a nivel industrial para este tipo de dispositivos.

TAREA D. Funcionalizacion de los nanogeles para reconocimiento celular.

La hipertermia magnética consiste en el calentamiento localizado de una regién tumoral
debido al calentamiento de nanoparticulas magnéticas por acciéon de un campo
magnético alterno. Sin embargo, y para que este calentamiento sea selectivo, es
necesario que las nanoparticulas sean internalizadas dentro del espacio intracelular de
forma que una vez que se produzca el calentamiento, éste no afecte a las células sanas.
Con el objetivo de determinar si los nanogeles hibridos de quitosano obtenidos en el
grupo son internalizados dentro de células, hemos realizado los primeros ensayos en
células Hela procedentes de un adenocarcinoma de utero humano en colaboracién con el
Instituto IMDEA Nano utilizando el ferrofluido comercial (NGAP FeO-05#4, Nanogap

Sub powders) empleado en la preparacion de nanogeles hibridos de quitosano.

Para ello se prepararon disoluciones del ferrofluido comercial en el medio de cultivo de
las células. Previa incubacion, las disoluciones fueron esterilizadas mediante filtracion
(filtros milipore 0.22 um). Posteriormente se incubaron las células durante 24h con la
disolucion esterilizada. Tras ese tiempo, se lavaron y unas células se fijaron y tifieron
inmediatamente con Azul de Prusia (para tefir el Fe de las nanoparticulas). Otras
células se dejaron otras 24 horas en el incubador para estudiar la morfologia de las
células. Mediante estos experimentos, se ha podido determinar que tras 24 h de post-
incubacion, las células han internalizado las nanoparticulas observandose puntos azules
correspondientes a las nanoparticulas dentro de las células. Ademads, tras 24 h de post-
incubacion no se observé ninguna variacion de la morfologia de las células que indicara

muerte celular por lo que se puede concluir que las células son capaces de internalizar
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las nanoparticulas y que ademds éstas no son toxicas para las células. Actualmente
llevamos a cabo experimentos utilizando nanogeles de quitosano hibridos para
determinar la respuesta celular. En funcion del resultado obtenido, abordaremos la
funcionalizacion de los nanogeles hibridos de quitosano para hacerlos selectivos a las

células tumorales.

Otras tareas desarrolladas en el grupo en relacion con el proyecto financiado por

la FDM.

Como continuacion en el estudio de la relacion estructura-propiedades en geles
poliméricos con nanoparticulas magnéticas para aplicaciones en hipertemia magnética
que el grupo lleva realizando desde hace varios afios™, hemos abordado recientemente
el estudio de la dindmica de estos materiales a través de espectroscopia de correlacion
de rayos X (XPCS). Para ello, se nos ha concedido una propuesta para el acceso a la
linea P10 del sincrotréon de Hamburgo, Hasylab. Mediante esta técnica hemos podido
determinar el tipo de dinamica presente en estos materiales y que no habia sido
reportado hasta el momento. La ayuda de la FDM ha contribuido a la adquisicion de
material especifico para llevar a cabo este experimento y a financiar los gastos de
estancia derivados de la estancia en el sincrotron de Hamburgo. Los resultados de esta
investigacion constituyen el tema de una publicacion que serd remitida a la fundacion
una vez publicada y que incluye un agradecimiento expreso a la financiacion obtenida

de la fundacion.

®R. Hernandez, J. Sacristan, L. Asin, T.E.Torres, M. R.Ibarra, G.F.Goya and C. Mijangos, The Journal of
Physical Chemistry B 2010 114, 12002-12007.

"R. Hernandez, J. Sacristan, A. Nogales, M. Fernandez, T. A. Ezquerra and C. Mijangos, Soft Matter 2010,
6,3910-3917.

13



RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DEL PROYECTO

La realizacion del proyecto ha sido posible gracias a la participacion activa del equipo
investigador que constituye el actual grupo de polimeros nanoestructurados y geles del
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (CSIC). Parte de los resultados
presentados en esta memoria forman parte de la tesis de D* Vanessa Zamora-Mora
(JAE-Pre) 'Nanogeles de quitosano para aplicaciones en hipertermia’ cuya defensa se
espera en el afio 2013. De acuerdo con los objetivos propuestos se han alcanzado

resultados muy positivos que se pueden resumir en los siguientes puntos:

- Se ha desarrollado una metodologia para la preparacion de nanogeles hibridos con
aplicacion en hipertermia magnética con tamafios en el rango de 200 nm y con una gran
eficiencia de encapsulacion de nanoparticulas de 6xido de hierro que permite su
escalado a nivel industrial. Mediante la medida de disipacion de calor en presencia de
campos magnéticos alternos, se ha probado su potencialidad en aplicaciones en
hipertermia magnética. La contribucion de la Fundacion ha supuesto una gran
aportacion a la adquisicion de equipamiento especifico necesario para mantener un alto

nivel en los resultados obtenidos.

- El apoyo recibido por la Fundacion Domingo Martinez ha permitido reforzar la
colaboracion con el Instituto de Nanociencia de Aragon (INA) que se ha materializado
en el comienzo de una tesis doctoral dirigida al desarrollo de un dispositivo para medir
simultdneamente liberacion controlada e hipertermia magnética de gran interés para el
desarrollo de dispositivos a nivel industrial garantizando con ello la actividad

cooperativa en los proximos afios.

- Asimismo ha permitido contribuir a la financiaciéon de estancias de investigadores

pertenecientes a nuestro grupo en el extranjero (Aurora Pérez, U. Toronto, Canadd).

14



Dicha estancia unida a la estancia que realizara D* Vanessa Zamora en la misma
universidad facilitard el montaje de un laboratorio de microfluidos en el Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Polimeros para la preparacion de nanogeles poliméricos de

tamafo controlado.

- Se ha realizado una considerable labor de comunicacion y proyeccion social a través
de la participacion en jornadas de puertas abiertas, difusion en blogs especializados y

seminarios.

-Respecto a las contribuciones y publicaciones que ha desarrollado el grupo en relacion
con el proyecto financiado por la Fundacion Domingo Martinez cabe destacar los

siguientes aspectos:
TRABAJOS PUBLICADOS EN REVISTAS INTERNACIONALES

-Preparation and rheological characterization of hybrid chitosan nanogels Vanessa
Zamora-Mora y col Biomacromolecules. Fecha de envio Mayo

-Slow dynamics of nanocomposite polymer aerogels as determined through X-ray
photocorrelation spectroscopy (XPCS) Rebeca Hernandez y col Physical Review
Letters. Fecha de envio Abril

PARTICIPACION EN CONGRESOS INTERNACIONALES
AUTORES: Rebeca Hernandez

TITULO: ° Polymer gels with magnetic nanoparticles. Applications in magnetic
hyperthermia” CONFERENCIA INVITADA

CONGRESO: 9th International IUPAC Conference on Polymer-Solvent Complexes
and Intercalates, 11-14 Septiembre 2011, Kiev, Ucrania.

AUTORES: Rebeca Hernandez y col

TITULO: * New developments on hybrid colloidal materials for applications in
magnetic hyperthermia” PARTICIPACION ORAL

CONGRESO: EPF 2011, XII GEP CONGRESS, 26 Junio-1 Julio, 2011, Granada
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PERSPECTIVAS FUTURAS

De cara al desarrollo de aplicaciones en hipertermia magnética de los nanogeles de
quitosano hibridos, es necesario funcionalizar de forma adecuada la superficie de forma
que los materiales puedan ser internalizados dentro de las células tumorales de forma
selectiva. En este aspecto y tal y como hemos comentado en la memoria mantenemos
colaboraciones con el Instituto Imdea Nano y con el Instituto de Nanociencia de Aragéon

para el estudio de la internalizacion de nanogeles de quitosano dentro de células.

Una vez que hemos desarrollado una metodologia nueva para la preparacion de
nanogeles hibridos de quitosano con nanoparticulas magnéticas, nuestros esfuerzos de
investigacion irdn dirigidos a la utilizacion de la técnica de microfluidos para la
preparacion de estos sistemas con el objetivo de controlar tanto el tamafio como la

distribucidn de tamarfios en estos materiales.

Otro de los aspectos fundamentales en la implementacion de estos materiales a nivel
industrial para las aplicaciones propuestas es el disefio de dispositivos que permitan la
monitorizacion simultanea de liberacion y efecto hipertérmico por aplicacion de un
campo magnético. En este contexto, el siguiente paso es la implementacion de este
dispositivo para la medida de la liberacion controlada por campos magnéticos en
nanogeles hibridos basandonos en los resultados preliminares obtenidos con macrogeles

y descritos en la memoria.
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