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1. Abstract

Gene therapy shows promising outcomes for the local treatment of several tumors as
uterine fibroids. Therefore, novel new non-viral gene vectors have been developed
recently, including nanoparticles. This work aims to analyze the influence of
nanoparticles surface components on their physicochemical characteristics. These
characteristics should be controlled to allow subsequent functionalization processes for
the vectorization of oligonucleotides towards tumor cells.

Hybrid nanoparticles were prepared using a modified nanoprecipitation technique.
Experimentally, we have proved the modification of lipid components ratio
(DOTAP:lecithin) affected nanoparticles Z potential. However, diameter and
polydispersity index remain unchanged, obtaining acceptable values for all the

formulations tested.

Finally, based on a bibliographic review of the strategies currently used to functionalize
nanoparticles with antibodies and considering the key parameters that condition them, a
protocol was proposed to functionalize the nanoparticles with anti-CD24 antibody. This
antibody has been chosen because CD24 protein is overexpressed on uterine fibroids
cells surface. Thus, these functionalized nanoparticles could be wused for

oligonucleotides specific vectorization to tumor cells present on uterine fibroids.



2. Resumen

La terapia génica presenta interesantes ventajas para el tratamiento local de diversos
tumores como los miomas uterinos. Por ello, en los ultimos afios se estan desarrollando
nuevos vectores génicos no virales, tales como las nanoparticulas. En el presente trabajo
se estudia la influencia de los componentes de la superficie de las nanoparticulas sobre
sus caracteristicas fisico-quimicas. El control de dichas caracteristicas es determinante
para los posteriores procesos de funcionalizacion, los cuales permiten la vectorizacion

de oligonucleo6tidos de interés hacia las células tumorales.

Se han elaborado nanoparticulas hibridas mediante el método de nanoprecipitacion
modificada. Experimentalmente, se ha observado como modificando la relacion de los
componentes lipidicos de las nanoparticulas (DOTAP:lecitina) se producen variaciones
en el potencial Z de las mismas. Sin embargo, el didmetro e indice de polidispersidad se
mantienen inalterados, obteniéndose unos valores adecuados para todas las

formulaciones analizadas.

Por ultimo, en base a una revision bibliografica de las estrategias empleadas en la
actualidad para la funcionalizacién de nanoparticulas con anticuerpos y teniendo en
cuenta los parametros clave que las condicionan, se disefid6 un protocolo para
funcionalizar las nanoparticulas con anticuerpo anti-CD24. La eleccién de este
anticuerpo se justifica por la sobreexpresion de la proteina CD24 en la superficie de las
células de los miomas uterinos. De esta manera, las nanoparticulas funcionalizadas
estarian disefiadas para la vectorizacion especifica de oligonucledticos a las células

tumorales del mioma.



3. Introduccidén

El mioma uterino es una tumoracién del muasculo liso del dtero. Constituye la neoplasia
solida benigna mas comuin del aparato genital femenino y se estima que
aproximadamente un 70% de las mujeres desarrollaran algin mioma uterino en su vida,

aumentado su prevalencia con la edad y siendo mayor durante la etapa fértil [1].

Los miomas uterinos pueden ser individuales, pero en la mayoria de los casos se
presentan como multiples tumoraciones [1]. Por lo general, reducen la capacidad
reproductiva y, aunque normalmente no cursan con sintomas, pueden causar sangrado
menstrual excesivo, dolor pélvico y otras manifestaciones que afectan negativamente a
la calidad de vida. Ademas, los miomas uterinos suponen un gran gasto econémico para

las pacientes, asi como para los sistemas sanitarios [2].

3.1. Tratamientos convencionales del mioma uterino

En la actualidad existen diversas estrategias terapéuticas empleadas en el tratamiento
del mioma uterino, siendo las intervenciones quirargicas (histerectomia, miomectomia,
ablacion del endometrio y embolizacion de la arteria uterina) las mas utilizadas.
También han sido desarrollados tratamientos farmacol6gicos con una doble finalidad: 1)
paliar los principales sintomas (dolor y sangrado) y 2) reducir el tamafio de las
tumoraciones. Dentro del primer grupo, destacan farmacos como los anticonceptivos
hormonales (orales o administrados mediante dispositivos intrauterinos),
antiinflamatorios no esteroideos y antifibrinoliticos como el &cido tranexadmico. Por otra
parte, para la segunda estrategia se dispone de dos grupos de farmacos, los agonistas de
la hormona liberadora de gonadotropina y los moduladores selectivos del receptor de
progesterona, con los que se consigue reducir significativamente el tamafio de las masas

tumorales uterinas [3, 4].

Sin embargo, estas estrategias terapéuticas presentan diversos inconvenientes; por un
lado, los procedimientos quirdrgicos constituyen técnicas invasivas y conllevan riesgos,
y, por otro lado, la mayoria de los tratamientos farmacoldgicos presentan efectos
adversos no deseables y, ademas, algunos de ellos resultan no ser suficientemente
efectivos [3, 4].



3.2. Desarrollo de nuevos tratamientos

Las desventajas que presentan los tratamientos convencionales del mioma uterino han
impulsado la investigacion hacia nuevos campos como el de la nanotecnologia o la

terapia genica [5].

La terapia génica emplea oligonucleotidos para restaurar la funcion normal de los genes
supresores de tumores o bloquear la actividad oncogénica de las células tumorales. Sin
embargo, el desarrollo de sistemas eficientes capaces de cargar y liberar el material
génico de una manera adecuada es un factor critico para asegurar el éxito de la terapia

génica [6].

En este sentido, los nanotransportadores constituyen una buena estrategia al permitir
dirigir las moléculas terapéuticas especificamente hacia las células tumorales,
mejorando con ello su eficacia y reduciendo sus efectos adversos y toxicidad [5, 7].
Estos sistemas se presentan como una alternativa a los vectores virales porque éstos, a
pesar de su elevada eficiencia de transfeccion, poseen una mayor citotoxicidad e

inmunogeneicidad [8, 9].

Ademas, los nanotransportadores, a diferencia de los tratamientos convencionales del
mioma uterino, facilitan la administracion local de moléculas terapéuticas. El desarrollo
de sistemas de terapia génica para aplicacion local mediante inyeccion intratumoral,
electroporacion o implantes, ofrece una eficiencia de transfeccion significativamente

mejorada y reduce la toxicidad en comparacion con la administracién sistémica [10].

En el disefio de sistemas para la encapsulacion de oligonucledtidos en la escala
nanométrica, es comun incluir en su composicion moléculas cationicas como el sulfato
de protamina, que faciliten la condensacién de los oligonucleétidos para asegurar una

adecuada incorporacion del material génico [11].

3.2.1. Tipos de nanotransportadores

En los ultimos afios, especialmente para aplicaciones relacionadas con la oncologia, se
han desarrollado diversos tipos de nanotransportadores. Atendiendo a su composicion,
se pueden clasificar en organicos (nanoparticulas lipidicas y nanoparticulas poliméricas,
entre otros tipos) e inorganicos (nanotubos de carbono y nanoparticulas de silice

mesoporosa, entre otros) [12].



Las nanoparticulas polimeéricas y lipidicas son los nanotransportadores mas utilizados

para el tratamiento del cancer [13].

Nanoparticulasde Nanoparticulas

Lipossoma e e e
solidos lipideos poliméricas
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Materiais de silica Nanotubos
(xerogel) de carbono

Figura 1.- Representacion esquematica de algunos tipos de nanotransportadores.

Reproducida con permiso de Carlos-Salazar MJ (2015).

Las nanoparticulas poliméricas son sistemas coloidales solidos en los que la molécula
terapéutica se disuelve, atrapa, encapsula o adsorbe en una matriz polimérica [7]. La
ventaja mas destacable de estas nanoparticulas es el control de su estructura y tamafio,
asi como la estabilidad del sistema [13, 14]. Sin embargo, en comparacién con otros
tipos de nanotransportadores, las nanoparticulas poliméricas presentan una menor tasa

de captacion celular y no son tan biocompatibles [13, 15].

En los Gltimos afios se han empleado diferentes tipos de nanoparticulas lipidicas para la
liberacion de oligonucledtidos, tales como liposomas y lipidos ionizables. Los
liposomas se encuentran entre los primeros sistemas utilizados para la administracion de
ADN vy son los méas avanzados en desarrollo clinico. Estos sistemas estdn compuestos
de lipidos anfifilicos que se autoensamblan espontaneamente en vesiculas. Los lipidos
cationicos, como el cloruro de DOTAP, se usan comunmente para formar liposomas
catidnicos, los cuales poseen elevada afinidad por los oligonucledtidos. Sin embargo, el
uso de liposomas catidnicos esta limitado por su toxicidad, inmunogeneicidad y la

formacion de coagulos [16, 17].

Con el fin de aprovechar los beneficios que ofrecen los dos anteriores tipos de
nanoparticulas y superar las limitaciones que presentan, se han desarrollado
nanoparticulas hibridas formadas por un nucleo polimérico y una cubierta lipidica,

combinando asi la integridad estructural de los polimeros con la elevada internalizacion
5



de los lipidos que, ademas, podrian facilitar la localizacion de las nanoparticulas en un

lugar especifico dentro de las células [13, 14].

& +~45---- Polymer core
% T Encapsulated
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Figura 2.- Representacion esquematica de una nanoparticula hibrida.
Reproducida con permiso de Mukherjee et al. (2019).

Una de las técnicas mas empleadas para la preparacion de nanoparticulas hibridas es el
Ilamado método de dos pasos, en el cual nanoparticulas poliméricas preformadas son
mezcladas con vesiculas lipidicas preformadas. La necesidad de elaborar previamente y
por separado nanoparticulas poliméricas y vesiculas lipidicas hace que el método de dos
pasos sea ineficiente. Por ello, se ha desarrollado el método de un paso, en el que se
mezclan disoluciones de polimeros y lipidos, los cuales después se autoensamblaran
para formar las nanoparticulas hibridas por nanoprecipitacion o emulsion/evaporacion
del disolvente [18].

3.2.2. Funcionalizacién de nanoparticulas

La modificacién de la superficie de las nanoparticulas es una de las estrategias
utilizadas para la vectorizacion de moléculas terapéuticas hacia las células tumorales. El
método mas comun se basa en conjugar en la cubierta de las nanoparticulas un ligando
que, posteriormente, se unird a un receptor que se encuentra sobreexpresado en la
superficie de las células tumorales. Estos ligandos suelen ser anticuerpos, debido a su

alta especificidad y adecuadas propiedades in vivo [19, 20].

En el caso de los miomas uterinos, recientemente se ha demostrado que existe una
poblacién de células que sobreexpresa en su superficie la proteina CD24. Esta poblacion
de células presenta una menor diferenciacion y sus mecanismos de control celular estan

alterados, por ello juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad [21].



La union de ligandos a la superficie de las nanoparticulas es lo que se conoce como
funcionalizacion. Las nanoparticulas pueden ser funcionalizadas a través de diversos
métodos, dentro de los cuales destacan la adsorcion fisica y la conjugacion quimica. En
el método de adsorcion fisica los ligandos se unen a la superficie de las nanoparticulas a
través de interacciones débiles. Es de vital importancia controlar y mantener constantes
las caracteristicas superficiales de las nanoparticulas, ya que modifican el proceso de
adsorcion fisica. Por otro lado, el método de conjugacion quimica establece enlaces

covalentes entre los ligandos y la superficie de las nanoparticulas [20].



4. Objetivos

Este trabajo tiene un doble objetivo:

1. Determinar la influencia de los componentes lipidicos de nanoparticulas hibridas
formuladas mediante la técnica de nanoprecipitacion modificada en las
caracteristicas fisico-quimicas de las mismas.

2. Disefiar un protocolo de funcionalizacion de nanoparticulas con anticuerpo anti-
CD24, de tal forma que puedan servir como vector para la administracion local

de oligonucledétidos en el tratamiento de miomas uterinos.



5. Materiales y metodos

5.1. Materiales

Se utilizaron los siguientes reactivos y disolventes: anticuerpo anti-CD24 (SN3)
marcado con fluoréforo (Alexa Fluor® 594), suministrado por Santa Cruz
Biotechnology (Estados Unidos); poli (acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) (Resomer®
RG 502; 50:50 0,22 g/dL viscosidad intrinseca), suministrado por Evonik Industries AG
(Alemania); cloruro de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (cloruro de
DOTAP) vy sulfato de protamina, suministrados por Sigma-Aldrich Corporation
(Estados Unidos); L-a-fosfatidilcolina 95% (lecitina de soja), suministrada por Avanti®
Polar Lipids (Estados Unidos); acetona para analisis EMSURE®, suministrada por
Sigma-Aldrich (Alemania); etanol, suministrado por Scharlab (Espafia) y agua

desionizada.

5.2. Elaboracion de las nanoparticulas hibridas

Las nanoparticulas hibridas se elaboraron por nanoprecipitacion modificada en un Gnico

paso (Figura 3).

En esta técnica, el polimero (PLGA) se disolvié en un disolvente organico miscible en
agua (acetona). También se prepard una disolucion de cloruro de DOTAP en acetona y
una disolucion de sulfato de protamina en agua desionizada. La mezcla de estas tres
disoluciones en diferentes proporciones constituyd la fase organica, teniendo en cuenta

que cada mililitro de volumen final contiene 50 uL de solucion de sulfato de protamina.

De forma paralela, la lecitina de soja se disolvio en una solucién acuosa (etanol al 4%).
La mezcla se someti6 a agitacion y calentamiento a 65°C para favorecer la

solubilizacion de la lecitina de soja. Esta disolucién constituy6 la fase acuosa.

A continuacién, la fase organica se afiadié sobre la fase acuosa bajo agitacion. La
mezcla se dejo en agitacion durante una hora en campana extractora, para evaporar el

disolvente.



PLGA en acetona DOTAP en acetona  protamina en H20 desionizada

7
=

FASE ORGANICA (1 mL)

lecitina en etanol 4%0
FASE ACUOSA (10 mL)

Figura 3.- Método de nanoprecipitacion modificada en un Unico paso.

Se elaboraron 8 lotes de nanoparticulas hibridas manteniendo constantes las cantidades
de PLGA (5 mg) y sulfato de protamina (45 pg), pero variando las cantidades de lipido
cationico (cloruro de DOTAP) y lipido neutro (lecitina de soja), tal y como se muestra
en la Tabla 1. Los volumenes de las fases orgénica y acuosa fueron 1 mL y 10 mL,

respectivamente.

Lote DOTAP (mg) Lecitina (mg)

1 0,4 -

2 0,2 0,3
3 0,2 0,4
4 0,2 0,4
5 0,1 0,3
6 0,1 0,3
7 0,1 0,4
8 0,1 0,4

Tabla 1.- Composicion de los lotes de nanoparticulas hibridas elaborados.
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5.3.  Caracterizacion de las nanoparticulas hibridas

Se realiz0 la caracterizacion de las nanoparticulas en cuanto a su diametro, indice de
polidispersidad y potencial Z. Estos parametros fueron determinados usando el equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Inglaterra), que utiliza la técnica de la
dispersion dinamica de la luz para la determinacion del didmetro e indice de
polidispersidad, y la técnica de velocimetria laser de efecto Doppler para la

determinacion del potencial Z.

5.4. Cuantificacidn del anticuerpo anti-CD24 por fluorimetria

El anticuerpo anti-CD24 se comercializa marcado con un fluoréforo (Alexa Fluor®
594), por lo que su cuantificacién se puede realizar mediante fluorimetria. Para ello, se
prepararon 9 diluciones seriadas del mismo (estandares) en tampon fosfato a pH 7,48 y
un blanco de tampdn fosfato. Utilizando una placa de pocillos negra, se realizaron, por
duplicado, medidas de los estandares y blanco haciendo uso del lector de placas Gen5
1.08 (BioTek Instruments, Estados Unidos). En el equipo se fijaron los parametros de
excitacion a 590 + 20 nm y emision a 645 + 40 nm, ya que el pico de excitacion del
fluoroforo utilizado (Alexa Fluor® 594) se encuentra a 590 nm y el pico de emision a
617 nm.

11



6. Resultados y discusion

6.1. Influencia de la relacion lipido -catidnico:lipido neutro en las
caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas hibridas

En este trabajo se ha utilizado el método de nanoprecipitacién en un unico paso para la
elaboracion de nanoparticulas hibridas, donde el intercambio entre el solvente y el no
solvente produce, de forma simultanea, la precipitacion del polimero y el
autoensamblaje del lipido a su alrededor [14, 18].

Para la elaboracion de las nanoparticulas hibridas las cantidades de PLGA y protamina
fueron mantenidas constantes (5 mg de PLGA y 45 ug de protamina) al haber sido
optimizadas previamente por el grupo de investigacion. Sin embargo, las cantidades de
DOTAP (@) vy lecitina (©), componentes que forman parte de la cubierta, se variaron
entre lotes para conocer su efecto en las caracteristicas fisico-quimicas de las

nanoparticulas hibridas elaboradas.

En la Tabla 2 se recoge la caracterizacion de los 8 lotes de nanoparticulas elaborados.
No obstante, se obtuvieron otros lotes en los que no se utilizo el lipido cationico, pero
que no se han incluido en el trabajo al dar lugar a sistemas fisicamente inestables
(formacion de agregados visibles).

LOTE | Relacion@®:o Z-Ave (nm) Pdl ZP (mV)
1 0,4:0 167,40 0,06 49,43
2 0,2:0,3 178,07 0,10 51,07
3 0,2:0,4 187,90 0,08 45,17
4 0,2:0,4 180,13 0,09 44,27
5 0,1:0,3 184,43 0,08 35,53
6 0,1:0,3 168,47 0,09 21,09
7 0,1:0,4 176,30 0,09 33,73
8 0,1:0,4 176,13 0,15 30,73

Tabla 2.- Caracterizacion fisico-quimica de los lotes de nanoparticulas elaborados.

Atendiendo a las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas, se buscan sistemas
con un didmetro de particula (Z-Ave) no superior a 200-250 nm. No obstante, ain esta

por establecer el didmetro optimo y, ademas, es probable que sea especifico para cada
12



aplicacion. El didmetro 6ptimo de las nanoparticulas depende de la localizacion del
tumor, su permeabilidad y el tipo de células que lo constituyen, influyendo fuertemente

en el mecanismo mediante el cual se internalizan en las células tumorales [22].

El indice de polidispersidad (Pdl) debe tomar valores inferiores a 0,20 ya que esto
indica que la distribucion de tamafios es suficientemente estrecha y por tanto existe

homogeneidad de tamafios [23].

Las variaciones de la relacion DOTAP:lecitina evaluadas no mostraron efectos
relevantes sobre el didmetro e indice de polidispersidad de los sistemas, ya que todos los
lotes presentan diametros en el rango de 167 a 188 nm con indices de polidispersidad de
0,06-0,15, tal y como se muestra en la Tabla 2. Ademas, todos los sistemas mostraron
valores de didmetro e indice de polidispersidad adecuados de acuerdo con lo descrito en

los parrafos anteriores.

Por dltimo, la estabilidad fisica de los sistemas esta altamente condicionada por el
potencial Z (ZP), que debe mantenerse fuera del intervalo [-20,00 mV, +20,00 mV].
Cuanto mas elevado sea el potencial Z (en valor absoluto), mayor serd la repulsion entre
las nanoparticulas, evitandose asi la formacion de agregados y por tanto favoreciéndose
la estabilidad del sistema [24].

60

al
o
1

o
o
1

Potencial Z (mV)
s 8

[E
o
1

0,2:0,3 0,2:0,4 0,1:0,3 0,1:0,4
DOTAP:lecitina (mg:mg)

Figura 4.- Dependencia del potencial Z con la variacion de la relacion DOTAP:lecitina.

Para las relaciones 0,2:0,4 y 0,1:0,4 se han representado valores medios.
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Analizando el efecto de la relacion DOTAP:lecitina sobre el potencial Z, se observa
que, a medida que disminuye dicha relacion, el potencial Z de las nanoparticulas se va
haciendo menos positivo, tal y como se muestra en la Figura 4. Los resultados
obtenidos son los esperados ya que, al aumentar la proporcion de lipido neutro frente al

lipido con carga positiva, debe disminuir el valor del potencial Z.

6.2.  Cuantificacion del anticuerpo anti-CD24 por fluorimetria

Se prepard una recta de calibrado del anticuerpo anti-CD24 para comprobar que la
respuesta del equipo (fluorescencia) aumenta de manera lineal a medida que la
concentracion de anticuerpo se va haciendo mayor y establecer el rango de
concentraciones con comportamiento lineal. En la Tabla 3 se recogen las medidas de
fluorescencia de 9 estandares del anticuerpo anti-CD24 preparados con concentraciones
en el intervalo de 0,08 a 10 ug/mL.

Estandar | Concentracion (pg/mL) Fluorescencia

1 10,00 34.554 37.085
2 4,28 13.063 13.599
3 2,44 7.261 7.131
4 1,39 3.652 3.629
5 0,79 1.795 1.673
6 0,45 921 951
7 0,26 522 520
8 0,14 404 421
9 0,08 301 307

Blanco 0,00 149 146

Tabla 3.- Fluorescencia de los estandares de anticuerpo anti-CD24.

Con estos valores de fluorescencia se construyd la recta fluorescencia-concentracion de

anticuerpo, tal y como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5.- Recta fluorescencia vs concentracion de anticuerpo anti-CD24.

El coeficiente de determinacion (R?) presenta un valor muy préximo a 1, indicando que

los datos se ajustan a una recta.

6.3.  Disefio de un protocolo de funcionalizacion de nanoparticulas con
anticuerpo anti-CD24

Con el fin de disefiar un protocolo de funcionalizacién para las nanoparticulas hibridas
elaboradas, se consultd bibliografia sobre la funcionalizacion de diversos tipos de

nanoparticulas con anticuerpos monoclonales.

La adsorcion fisica de anticuerpos monoclonales en la superficie de las nanoparticulas
generalmente se basa en fuerzas hidrofobicas, electrostaticas, enlaces de hidrogeno y
fuerzas de atraccion de van der Waals. Esta estrategia de funcionalizacion es la mas
sencilla y una de las mas empleadas, ya que no implica la modificacion quimica ni del

anticuerpo ni de las nanoparticulas [25].

Asi, Ciaurriz et al. (2017) funcionalizaron por adsorcion fisica nanoparticulas de oro
con anticuerpos de cabra para ser empleadas con fines diagnosticos en immunoensayos.
Para ello, la suspensién de nanoparticulas fue incubada con el anticuerpo durante 1 hora
afiadiendo sacarosa al medio. Posteriormente, las nanoparticulas fueron purificadas

mediante centrifugacion. Ademas, estos autores compararon el método de adsorcion
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fisica con la funcionalizacién por conjugacion quimica y observaron que el primer

método era la mejor opcidn, ya que presentaba un mayor rendimiento [26].

Empleando una estrategia similar, Ruiz et al. (2019) funcionalizaron nanoparticulas de
oro con concentraciones variables de un anticuerpo modelo mediante su incubacién
directa durante 1 hora a temperatura ambiente. Observaron que el pH del medio
modifica la carga del anticuerpo y condiciona su disposicion en la superficie de las
nanoparticulas. De esta manera, una disminucion de pH de 8,5 a 7,5 dio lugar a una

mayor funcionalizacion [27].

Por otro lado, Choi et al. (2018) funcionalizaron nanoparticulas poliméricas de PLGA
(14 mg) mediante adsorcién fisica del anticuerpo monoclonal trastuzumab (1 mg) por
incubacidon directa durante 1 hora. Las nanoparticulas asi funcionalizadas, disefiadas
para el tratamiento del cdncer de mama, fueron separadas mediante centrifugacion y el
anticuerpo unido se evalud utilizando un kit de ensayo de acido bicinconinico (ensayo
BCA) [28].

De manera similar, Jahan et al. (2018) funcionalizaron nanoparticulas poliméricas de
PLGA con anticuerpo anti-CD205 mediante incubacion directa a 4°C durante 4 horas en
tampon fosfato pH 7,2. Las nanoparticulas fueron purificadas y la cantidad de
anticuerpo no unido fue evaluada por ensayo BCA. Asi, estas nanoparticulas disefiadas
como vacunas para el tratamiento del cancer mostraron una capacidad adecuada para

vectorizarse hacia células CD205 positivas [29].

Teniendo en cuenta los estudios descritos, se propone emplear una relacion
nanoparticula:anticuerpo 14:1. La funcionalizacion de las nanoparticulas se podria
realizar por incubacién directa de las suspensiones de nanoparticulas con el anticuerpo
seleccionado (anticuerpo anti-CD24). La eficiencia de adsorcion podria ser evaluada
mediante la cuantificacion por fluorimetria del anticuerpo no incorporado. De esta

manera, el protocolo de funcionalizacion que se propone es el siguiente (Figura 6):

1. Calcular el volumen de anticuerpo anti-CD24 (200 pg/mL) necesario para
funcionalizar 200 puL de suspension de nanoparticulas, empleando una relacion
nanoparticula:anticuerpo 14:1.

2. Incubacidn directa de ambos componentes en tampon fosfato pH 7,48 bajo dos

condiciones: a) 1 hora a temperatura ambiente y b) 4 horas a 4°C.
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3. Trascurrido el periodo de incubacion, separar las nanoparticulas por
centrifugacion (16.000 xg durante 30 minutos).
4. Mediante fluorimetria, determinar en el sobrenadante la cantidad de anticuerpo

no incorporado. De esta manera, se evalUa la eficiencia de adsorcion.

2) Incubacion directa .
1) [ 200 yL NPs + X pL AB | | > [ NPs-AB + NPs + AB |

4) Cuantificacion AB 3) Centrifugacion

libre por fluorimetria \

™~ AB libre
NPs-AB + NPs

Figura 6.- Protocolo de funcionalizacion disefiado.

NPs: nanoparticulas; AB: anticuerpo.
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7. Conclusiones

El trabajo desarrollado permite obtener las siguientes conclusiones:

1.

Las variaciones de la relacion DOTAP:lecitina evaluadas no mostraron efectos
relevantes sobre el didmetro e indice de polidispersidad, obteniéndose en todos
los casos sistemas que presentan valores adecuados de ambos pardmetros.

La variacion en la composicion de la cubierta lipidica de las nanoparticulas
hibridas permite obtener nanoparticulas con potencial Z variable.

Es necesario incluir en la composicion de las nanoparticulas hibridas un lipido
cationico para conseguir obtener sistemas estables.

La cantidad de anticuerpo anti-CD24 en solucion puede cuantificarse de manera
adecuada mediante fluorimetria.

La revision bibliogréafica realizada ha permitido proponer un protocolo de
funcionalizacion de nanoparticulas hibridas que podria ser empleado en futuros

€nsayos.
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