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Resumen

La Biotecnologia Industrial requiere de procesos mas eficientes e integrados que permitan
reducir los altos costos de produccion. Son especialmente importantes los procesos de
recuperacion y purificacion de bioproductos, donde se encuentran los costos operativos mas
altos. Dentro de esta area de estudio, la investigacion y desarrollo en Nanotecnologia para
purificar proteinas promete aportar importantes mejoras a partir del desarrollo de nuevos
materiales adsortivos mas eficientes que reemplacen a las columnas cromatograficas.

En este contexto, a lo largo de este Trabajo de Tesis se presenta la preparacion y
caracterizacion de nanocompuestos poliméricos (NCPs) funcionales basados en
nanoparticulas (NPs) de silica, un silicato de uso industrial de baja toxicidad, modificada con
poli metacrilatos para su aplicacién en recuperacion especifica de proteinas a partir de
extractos crudos.

Los materiales se prepararon mediante una técnica de polimerizacién por injerto inducida
por radiacion ionizante de 60Co. Los nanomateriales obtenidos fueron caracterizados
mediante diversas técnicas espectroscdpicas. A partir de las mismas se pudo deducir que
los NCPs contienen porcentajes variables entre 1 y 45 % p/p de polimetacrilatos con
diametros de particula entre 60 y 190 nm, de acuerdo a la relacidn de reactivos iniciales en
la preparacion. Se obtuvieron cuatro tipos de NCPs con una distribucion altamente
monodispersa con una superficie del tipo polimérica. Dichos resultados permitieron
considerar a los materiales obtenidos como unidades nanométricas compuestas del tipo
“budin con pasas” de polimetacrilatos conteniendo NPs de silica en su interior.

Los NCPs obtenidos fueron funcionalizados con grupos sulfonicos, una simil Proteina Ay
un grupo quelante (Ni+2). La caracterizacion espectroscépica confirmo la presencia de las

modificaciones en los materiales. Los NCPs funcionalizados (NCPs-X) fueron estudiados
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para adsorber especificamente proteinas modelo como la Lisozima, Inmunoglobulinas G y
una proteina recombinante con etiqueta de histidinas. En todos los casos se obtuvieron
capacidades adsortivas iguales o superiores a las matrices comerciales.

La capacidad de purificacién de proteinas de los NCPs-X a partir de extractos crudos de
proteinas también resulté en capacidades iguales o superiores a los materiales comerciales.
Finalmente se utilizé6 uno de los NCPs funcionales para integrarlo a un sistema purificaciéon
basado en dos fases acuosas del tipo PEG/Fosfato. Todos los sistemas estudiados
mostraron un gran aumento de los factores de purificacién, asimilando el proceso a un
sistema comercial de purificacion por cromatografia en columna.

Este trabajo sienta las bases para el desarrollo de nuevos sistemas de purificacion en batch
integrados y escalables en base a NCPs. Estos nuevos sistemas pueden potencialmente
reemplazar los sistemas cromatograficos en columna, sin resignar pureza y rendimiento en

la obtencion de un bioproducto.
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ADN: Acido Desoxirribonucleico

AE: Actividad Especifica

AEM: Capacidad de adsorcién especifica maxima

AFM: Atomic Force Microscopy

ATPS: Aqueous Two Phase Separation

Av: Avimero (simil- Proteina A)

BCit: Buffer Citrato 10 mM pH=3

BHb: Hemoglobina bovina

BP.1: Buffer Fosfato 50 mM pH=7

BP2: Buffer Fosfato 50 mM pH=7 NaCl 20 mM

BSA: Albumina de suero bovino

C*: Concentracion de proteinas en el sobrenadante en el equilibrio
CAf: Cromatografia por afinidad

Ct: es la concentracion final de proteina en el buffer de elucion
Cll: Cromatografia de intercambio i6nico

CM: Carboximetil

C,: Concentracion inicial de proteina en el buffer de adsorcion
DEAE: Dietilaminoetil

DEAEMA: DEAE metacrilato

DLS: Dynamic light Scattering

DMA: Dimetilacrilamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

DO: Densidad 6ptica

DSP: Downstream Processing

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FESEM: Microscopia electrdnica de barrido de emisién de campo
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FP: Factor de purificacion

FS: Fumed Silica

FSup: Fase superior
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FTIR: Espectroscopia Infrarroja por trasformada de Fourier
FTIR-ATR: FTIR con modulo de reflectancia total atenuada
GFPrCys1: Proteina verde fluorescente con etiqueta N-terminal HCHSHS
GMA: Glicidil metacrilato

IDA: Acido iminodiacético

IgG: Inmunoglobulina G

IgG: Inmunoglobulina G

IMAC: Cromatografia con iones metélicos inmovilizados
IMAC-Seph: IMAC Sepharose 6 Fast Flow

kGy: kilogray

LYZ: Lisozima

MAA: Acido metacrilico

NCPs: Nanocompuestos poliméricos

NCPs-Av: NCPs con Avimero inmovilizado
NCPs-IDA/Ni*?: NCPs con IDA inmovilizado y NiCl,
NCPs-IDA: NCPs con IDA inmovilizado

NCPs-S: NCPs sulfénicos

NCPs-X: NCPs funcionales

NCs: Nanocompuestos

NPs: Nanopatrticulas

NS: Silica nanoparticulada

ON: Overnight

PBS: Buffer Fosfato 10 mM pH=7.4, NaCl 137 mM y 2.7 mM KCI
PC: Policarbonato

PE: Polietileno

PEG: Polietilenglicol
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CAPITULO |

CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

La tecnologia

La aplicacion de los conocimientos cientificos a la vida socio-cultural del
hombre es lo que conocemos comunmente como tecnologia. Desde la
antigiedad el hombre ha creado continuamente nuevas herramientas que han
mejorado su calidad de vida. Desde herramientas muy simples de piedra y
posteriormente de diferentes metales y aleaciones hasta llegar en la actualidad
a desarrollar, entre otras cosas, computadoras, armas atdmicas y vehiculos
(autos, aviones, satélites y naves espaciales). En determinados momentos
histéricos se han generado verdaderas revoluciones tecnologicas,
caracterizadas por el desarrollo de nuevos conocimientos y la implementacion
de nuevas tecnologias que modificaron de manera muy importante la civilizacion
humana. Podemos citar la revolucion industrial en Inglaterra (1780 — 1840) como
una de las transformaciones tecnoldgicas mas importantes de la era moderna.
Durante esta etapa la capacidad de produccién de bienes se incremento a partir
del uso de nuevas fuentes de energia, como la maquina de vapor de James Watt.
Posterior a dicha revolucién, podemos destacar la revolucion norteamericana
(1900 — 1950), caracterizada por el desarrollo de la electricidad y por la

produccion en masa de automdviles.

Si bien algunos autores marcan el afio 1543 como el inicio la Revolucién
Cientifica, con la edicién de la teoria heliocéntrica de Copérnico (Moledo y
Olszevicki, 2014), no fue hasta los siglos XIX y XX donde se desarrollaron las
disciplinas cientificas mas especificas como la biologia, la quimica, la medicina
y la geologia, entre otras. En el area bioldgica, con la elucidacion de la estructura
tridimensional del acido desoxirribonucleico en 1953 por J. Watson y F. Crick se
desarroll6 una nueva revolucién tecnolégica denominada Biotecnologia. La
misma tiene como fundamento el estudio y el aprovechamiento econémico de

los mecanismos e interacciones bioldgicas presentes en los seres vivos.
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La Biotecnologia, a su vez, esta interrelacionada con numerosas areas
tecnologicas. Una de las mas importantes es la referida a la atencién de la salud,
tanto en el desarrollo de nuevos tratamientos de enfermedades como con la
produccion de proteinas recombinantes. También contribuye en otras areas
como la agricultura, con mejoras en cultivares genéticamente modificados; en
usos no alimentarios de cultivos, por ejemplo plasticos biodegradables, aceites
vegetales y biocombustibles; el cuidado medioambiental a través de, el reciclaje,
el tratamiento de residuos y la biorremediacion de sitios contaminados por

actividades industriales.

Todas estas revoluciones marcaron la historia de la humanidad ya que
cada una de éstas impuls6 un cambio importante a nivel socio-cultural respecto
de la época precedente. Sin embargo, aun sin finalizar el ciclo expansivo de la
Biotecnologia y con la misma en pleno auge, en los ultimos afios surgido una
nueva rama tecnoldgica denominada Nanotecnologia. Uno de los pioneros en
este campo fue el estadounidense Richard Feynman (Feynman 1959), premio
Nobel de Fisica en 1965 por sus contribuciones al desarrollo de la
electrodinamica cuantica. En su conferencia “There's Plenty of Room at the
Bottom” en la American Physical Society (Caltech, 1959), consideré la posibilidad
de la manipulacion de atomos individuales como una forma méas poderosa de
quimica sintética que las usadas en ese momento. La conversacion pasoé
desapercibida y no generd expectativas en los investigadores de la época. Sin
embargo, en la década de los noventa la conferencia fue redescubierta y
difundida como un acontecimiento fundamental en el campo, probablemente

para impulsar la historia de la nanotecnologia y la reputacién de Feynman.

Hoy en dia, existe una tendencia mundial relacionada con la tecnologia
que se refiere a estudiar, generar y aplicar materiales a escala nanométrica.
Nuestro pais también ha adoptado a la Nanotecnologia dentro del proyecto
estratégico de desarrollo en Ciencia y Tecnologia a través del decreto 380/2005
del Poder Ejecutivo Nacional. A partir del mismo se cre6 la Fundacién Argentina
de Nanotecnologia (FAN), cuya responsabilidad principal es fomentar la
generacion de valor agregado en la produccion nacional a través del desarrollo

de las nano y micro-tecnologias (Salvarezza 2011).
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En las ultimas dos décadas se ha registrado un incremento exponencial
de publicaciones cientificas relacionadas con la preparacion y aplicacion de
nanoparticulas inorganicas (Fortina et al, 2007; Salata et al, 2004; Ko et al, 2016;
Petran et al, 2016). Es importante destacar que tanto la estabilidad como la
toxicidad de los nanomateriales son factores cruciales que limitan su utilidad en
las aplicaciones biotecnologicas. Es por esto que en los Ultimos afios,
nanoparticulas (NPs) basadas en componentes organicos han despertado el
interés tanto de investigadores como de la industria biotecnolégica. Dentro de
esta nueva categoria de materiales se encuentran los nanomateriales basados
en polimeros naturales como la celulosa (Moon et al, 2011) y proteinas (Zhang
et al, 2002; Espinoza et al, 2012), y los basados en polimeros sintéticos (Rao et
al, 2011).

Nanotecnologia y Nanomateriales

Podemos encontrar la siguiente definicion sobre nanotecnologia en el

diccionario espafiol:

“Disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de materiales,
dispositivos y sistemas mediante el control de su forma y tamafio a escala

nanométrica”.

Durante los ultimos 30 afios, el concepto de realizar investigaciones y
desarrollo a escala nanométrica fue variando en relacion a los avances de la
ciencia, y generando desacuerdos internacionales en cuanto a su definicion. La
International Standarization Organization (ISO) definié a través del Comité
Técnico 229 del afio 2005 sobre nanotecnologias (ISO/TC 229) que un
nanomaterial debe cumplir al menos una de las siguientes afirmaciones (Michael
2005):

1. La comprension y el control de la materia y de los procesos a
nanoescala puede ser no necesariamente por debajo de los 100 nm. Deben
aparecer los fendmenos dependientes de la nano-estructuracion que permitan

aplicaciones novedosas.
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2. Utilizar las propiedades de los materiales nanoestructurados que
difieren de las propiedades de los &tomos individuales, las moléculas y la materia
a granel, para crear materiales, dispositivos y sistemas mejorados que exploten

estas nuevas propiedades.

En el afio 2011 la Uniébn Europea (UE) recomendd definir a un
nanomaterial como a cualquier material ya sea natural, incidental o
manufacturado que contenga particulas unidas, agregadas o aglomeradas, y en
donde al menos el 50% de las particulas presente una o mas dimensiones en el
intervalo comprendido entre 1 y 100 nm. En casos especificos y cuando se
justifique por estudios relacionados con el medio ambiente, salud, seguridad o
competitividad, el umbral de la granulometria numeérica del 50% puede sustituirse

por un umbral comprendido entre el 1% y el 50%.

Segun la definicién de la UE, quedarian fuera de esta clasificacion muchos
materiales capaces de adquirir caracteristicas funcionales propias de la nano-
estructuracion pero con dimensiones mayores a los 100 nm. Es por esto que la
National Science Foundation (NSF) definié a la nanotecnologia de una forma
mas general, integrando nano-dispositivos y nano-materiales con sistemas y
arquitecturas microscopicas pero que mantengan las propiedades derivadas de
la nano-estructuracion. La misma acepta que, en algunos casos, una dimensién
critica se puede encontrar por debajo de 0,1 nm (manipulacién de atomos) o por
encima de los 100 nm, como por ejemplo NPs poliméricas de 100 a 500 nm de

diametro.

Mas alla de que actualmente no exista un convenio internacional y
unilateral para definir este término, es importante destacar a la Nanotecnologia
como una tecnologia multidisciplinaria que tiene como fin estudiar materiales
nanoestructurados con propiedades mecanicas, Opticas, quimicas, magnéticas
o electronicas distintas de las que tendria el mismo material en la macroescala.
Podemos citar a las ciencias quimicas, fisicas, biol6gicas y matematicas como
pilares fundamentales para estudiar y comprender esta nueva rama de la

tecnologia (Roco et al, 1999).
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Sumado a la discrepancia por definir a esta nueva revolucion tecnolégica,
recientemente se introdujo el término de Nanobiotecnologia, la cual es una
ramificacion de la Nanotecnologia con aplicaciones 0 usos exclusivamente
bioldgicos y/o bioquimicos. En otras palabras, se refiere a la utilizacion de la
nanotecnologia como una herramienta para optimizar técnicas y procesos

relacionados a la biotecnologia.

Clasificacion de los nanomateriales

En el @mbito de la fisica atbmica y la quimica, la configuracién electrénica
indica la manera en la cual los electrones se estructuran en un atomo de acuerdo
con el modelo atomico de Bohr. Esta disposicion es importante ya que
basicamente determina las propiedades del material. En un nanoobjeto, donde
el movimiento de los electrones esta limitado a las dimensiones del mismo, la
proporcion de atomos presentes en la superficie con respecto al interior es muy
superior a la de otros objetos de mayores dimensiones. De esta manera, se
pueden obtener distintas configuraciones de un mismo objeto (material) con
caracteristicas variables que dependeran exclusivamente de su tamafo (Diaz
del Castillo 2012). Un claro ejemplo de esto sucede con los quantum dots o
puntos cuénticos (particulas compuestas por semiconductores preparadas de Cd
y Se) que al ser irradiados con luz UV, re-emiten luz en una longitud de onda

especifica dependiendo del tamafio del material (Figura 1.1).

Figura 1.1
Kit comercial producido por PlasmaChem (https://www.plasmachem.com)
Quantum dot de ZnCdSeS de diferentes dimensiones, con emisiones en el azul (470-480
nm), cyan (490-500 nm), verde (510-550 nm), amarillo (560-580 nm) y naranja (590-610 nm)
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La fabricacion a nivel nanométrico exige un enfoque interdisciplinar tanto
en la investigacion como en los procesos de sintesis. Conceptualmente se
pueden considerar dos vias de trabajo, una denominada “Top — down” o enfoque
de arriba hacia abajo (métodos fisicos) y otra “Bottom — up” o enfoque de abajo
hacia arriba (métodos quimicos). Estos términos fueron aplicados en el campo
de la Nanotecnologia por primera vez en el afio 1989 en el Instituto Foresight
con el fin de distinguir entre la fabricacion convencional que disefia
nanodispositivos a partir de objetos méas grandes (Top — down) de los procesos
de autoensamblado molecular (Bottom — wup). Los primeros se basan
principalmente en la molienda mecanica y/o el pulverizado de
macro/microestructuras hasta llegar a la escala nanométrica. De manera general
se puede decir que estos métodos produciran NPs grandes y de distribuciones
de tamafio anchas. Por el contrario, NPs producidas por crecimiento a partir de
precursores moleculares suelen ser de menor diametro y distribuciones de

tamafo mas estrechas (Igbal et al, 2012).

La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (en inglés: Environmental
Protection Agency, EPA) es una agencia del gobierno federal de Estados Unidos
encargada de proteger la salud humana y proteger el medio ambiente. La misma
ha clasificado los nanomateriales actuales segun su naturaleza quimica en

cuatro tipos:

» Basados en carbono: materiales compuestos mayoritariamente por
carbono (Figura 1.2). Pueden adoptar diversas formas como esferas huecas,
elipsoides o tubos. Los nanomateriales de carbono con forma elipsoidal o
esférica se conocen como fullerenos, mientras que los cilindricos reciben el
nombre de nanotubos. También pueden adoptar forma laminar, los cuales se
denominan laminas monoatdémicas de grafeno. Estos materiales tienen potencial
aplicacion en el desarrollo de recubrimientos, generando materiales mas ligeros

y resistentes, y en diversas aplicaciones en el campo de la electronica.
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Figura 1.2
Representaciones computacionales de:
a) Fullereno Ceo, b) Nanotubo de carbono y ¢) LAmina de grafeno
(Extraido de Diaz del Castillo, 2012)

» Dendrimeros: polimeros ramificados simétricos tridimensionales de
tamafio nanométrico, construidos a partir de unidades monomeéricas (Figura
1.3). Tienen una estructura quimica precisa, es decir, los enlaces quimicos entre
los &tomos pueden ser descritos con exactitud. Su superficie posee numerosos

extremos que pueden ser adaptados para desempefar funciones quimicas

especificas. Los dendrimeros han recibido
gran atencion en los ultimos afios debido a su
utilizacion en diversas aplicaciones tales
como catalisis a nanoescala, sensores
guimicos, micelas unimoleculares, imitacion

de la funcion de las enzimas, encapsulacion

de moléculas, reconocimiento molecular,

Figura 1.3
agentes de diagndstico y también como Representacion esquematica de

; un dendrimero porfirinico
vehiculos para el transporte de genes Yy  (Extraido de Montanari et al, 1997)

farmacos (Patel et al, 2013).

» Basados en metales: nanomateriales preparados generalmente a partir
de precursores moleculares (métodos quimicos) entre los que se encuentran los

puntos cuanticos, y todo tipo de NPs metalicas (Figura 1.4).
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Figura 1.4
Imagenes TEM de:
a), b) y ¢c) NPs de plata esféricas y triangulares; d) y €) NPs de oro esféricas y en
forma de bastén; f) NPs esféricas de dioxido de Titanio.
(Extraido de Sondi et al, 2003)

» Compuestos: Son combinaciones entre distintos tipos de NPs, sean 0 no
del mismo material o tamafio (Figura 1.5). Por ejemplo, NPs de oro se han
afladido a numerosos productos, por lo general poliméricos, para generar NPs
tipo core-shell o nucleo-envoltura que mejoran sus propiedades mecanicas y

térmicas.
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Figura 1.5

Imégenes TEM de NPs de oro recubiertas con silice (core-shell)
(Extraido de Oldfield et al, 2000)
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Revolucidon nanotecnoldgica

Aunque la Nanotecnologia se encuentra aln en sus primeras etapas de
desarrollo, los investigadores consideran que constituira una auténtica
revolucion industrial en el siglo XXI, de forma similar a lo sucedido con la
Biotecnologia y la electronica en el siglo XX. Cada afio se realizan inversiones
millonarias a nivel global destinadas a investigacion basica en Nanotecnologia.
Se calculé para el 2014 una inversion global cercana a los 170 billones (10*?) de
dolares (Dong et al, 2016). En el afio 2015, el presidente Obama de los Estados
Unidos propuso una inversion de 1.5 billones de ddlares para el financiamiento
de la NNI (National Nanotechnology Initiative) (Gao et al, 2015). Corea invierte
cerca de 200 millones de délares al afio, mientras que Taiwan y China mas de
cien millones. Al mismo tiempo, se siguen promoviendo iniciativas para seguir
aumentando las inversiones, lo que genera aumentos exponenciales en el
namero de articulos cientificos y solicitudes de patentes de invencién. No cabe
duda de que la Nanotecnologia se convirtié en el proyecto cientifico de mayor
financiacion mundial, siendo actualmente una de las &reas mas prometedoras
de la ciencia y tecnologia moderna con un gran impacto econdmico y social (Diaz
del Castillo 2012).

Aplicaciones de la nanotecnologia

La Nanotecnologia se focaliza basicamente en aprovechar una propiedad
o caracteristica de algun material manipulado a escala nanométrica para mejorar
las cualidades de un sistema macroscopico ya existente. Los avances en ciencia
sobre nanomateriales revolucionaran los mas diversos sectores productivos. A
modo de ejemplo, podemos citar nuevas cremas solares, superficies
autolimpiantes y bactericidas, sistemas de almacenamiento de datos, NPs para
dosificacion de farmacos, nuevos materiales reforzados con nanotubos,
biosensores, baterias, y hasta tejidos y nanorecubrimientos “inteligentes”.
También se emplean NPs para reforzar materiales o funcionalizar cosméticos, y
para conseguir superficies resistentes al rayado, hidrofugas, limpias o estériles
(del Castillo Rodriguez 2012).
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El injerto selectivo de moléculas organicas a través de la
nanoestructuracion superficial permitira avanzar en la fabricacion de biosensores
y de dispositivos electronicos moleculares. La produccion industrial de alimentos
es uno de los sectores industriales beneficiados a partir de estos avances a
través de la implementacion de nanobiosensores que podrian detectar
microorganismos patdgenos en los alimentos. Por otro lado, los
nanocompuestos (NCs), mas conocidos en inglés como nanocomposites,
podrian servir también en la fabricacion de alimentos, al incrementar la
resistencia mecanica y térmica, y disminuir la transferencia de oxigeno en los

productos envasados con este tipo de materiales.

En los uUltimos afios la Nanotecnologia también ha generado grandes
avances en el campo de la salud. La liberacion controlada y dirigida de farmacos,
conocida como drug delivery, es uno de los campos mas activos y prometedores
de la nanomedicina. Se trata de sistemas que poseen la capacidad de
administrar drogas durante un periodo prolongado de tiempo a una tasa de
liberacion controlada, permitiendo niveles constantes del farmaco en el

organismo y/o a su vez, direccionando la droga hacia el sitio de accion.

Esta metodologia de administracion de farmacos posibilita la reduccion de
los efectos secundarios téxicos del farmaco y aumenta la eficiencia de la terapia,
como fue recientemente demostrado para el Vismodegib (Calienni et al, 2019).
Las aplicaciones en nanomedicina a corto plazo incluyen las ya mencionadas
plataformas para drug delivery, agentes mejorados para contraste en los
diagndsticos por imagenes, “nanolabs” basados en chips capaces de controlar y
manipular células individuales, y sondas a nanoescala que permiten rastrear los
movimientos de las células y moléculas individuales a medida que se mueven en

su entorno (Parashar et al, 2008).

La Nanotecnologia también ha demostrado tener relevancia en la
purificacion de macromoléculas bioldgicas. Un claro ejemplo de esto fue la
miniaturizacién del proceso de purificacion de ADN lograda a partir del desarrollo
de nuevas técnicas que utilizan nanogramos de una resina de silice como

material adsorbente (Tian et al, 2000).
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La utilizacion de nanomateriales en la purificacion de proteinas se
remonta a principios de los afios noventa. Si bien en aquella época no era
habitual resaltar el uso o la aplicacién de NPs, investigadores estudiaron esferas
sub-micrométricas, de diametros en el orden de 0,3 y 0,9 um en base a
hidrogeles termosensibles con capacidad de adsorcion de proteinas termo-
dependiente. Los estudios comprobaron que por debajo de cierta temperatura,
denominada como “lower critical solution temperature” (LCST), la superficie de
las microesferas fue capaz de volverse altamente hidréfilica, provocando la
retencion de una gran cantidad de agua en su interior y suprimiendo asi la
capacidad de adsorcion de cualquier otro tipo de biomolécula. Por el contrario,
por encima de la LCST las microesferas se tornaron hidrofébicas y se
deshincharon considerablemente, siendo susceptibles a la adsorcion de una

gran cantidad de proteinas (Kawaguchi et al, 1992).

Como se detall6 anteriormente, la Nanotecnologia puede tener
participacion en una gran variedad de ramas tecnoldgicas. De este modo, el
objetivo planteado en este Trabajo de Tesis se enfoca especificamente al estudio
de materiales poliméricos nanoestructurados aplicados a la recuperacion y

purificacion de proteinas.

Recuperacion y purificacion de proteinas

A escala industrial la produccion de proteinas, tanto naturales como
recombinantes, involucra una serie de etapas que se pueden dividir en dos
grandes areas, mas conocidas en inglés como Upstream and Downstream
(DSP). La primera involucra los procesos de fermentacion y la segunda la

recuperacion y purificacion del producto.

En el estado actual de la tecnologia de los bioprocesos se observa un
gran avance en los procesos fermentativos aplicados a la industria farmacéutica,
principalmente con el desarrollo y el empleo de diferentes técnicas de expresion
de proteinas recombinantes. Sin embargo, los procesos de DSP son los que

inciden mas fuertemente en el costo de produccion, en especial los productos
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farmacéuticos, donde pueden llegar a generar hasta el 80% de este costo. Es
por esto que la Biotecnologia moderna requiere del desarrollo de procesos de

DSP eficientes que reduzcan los altos costos operativos (D’Souza et al, 2013).

La mayoria de los procesos de DSP de bioproductos estan basados en
separaciones cromatogréficas (Jagschies et al, 2006). Estas se pueden clasificar
en dos grandes grupos principales: Cromatografia Adsortiva y No adsortiva. En
esta Ultima el Unico método conocido es la Cromatografia de Exclusion
Molecular. Dentro de las Cromatografias Adsortivas existen diferentes técnicas
segun el principio de adsorcion: Cromatografia de adsorcién por intercambio
ionico (por carga electrostatica), Cromatografia de adsorcion por interacciones
hidrofébicas, Cromatografia de adsorcion de afinidad (por reconocimiento
especifico) y electroenfoque. A continuacion se detallan brevemente los métodos

cromatograficos mas utilizados y analizados en este trabajo.

Cromatografia de intercambio ionico

La cromatografia de intercambio idnico (Cll) separa las moléculas en base
a su carga iénica neta. La separacion se lleva a cabo por la competencia entre
proteinas con diferente carga superficial por grupos cargados sobre una matriz
con carga opuesta. Los grupos funcionales cargados positivamente como
dietilaminoetil (DEAE) y amonio cuaternario (Q), por ejemplo, son empleados
rutinariamente en Cromatografia de intercambio aniénico, mientras que grupos
cargados negativamente como carboximetil (CM), sulfoetil (S) y sulfopropil (SP)
son utilizados como intercambiadores de cationes. En la Tabla 1.1 se muestran
algunas de las matrices de intercambio i6nico més utilizadas en Cll (Cummins et
al, 2011).
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Tabla1.1
Propiedades de matrices comerciales de Intercambio I6nico
(Adaptado de Cummins et al, 2011)

: Tipo de . . Capacidad de  Diametro de
Matriz . . Tipo de material .
intercambiador carga (mg/ml) particula (um)
DEAE Sepharose Fast Flow Agarosa 3-110 45-165
DEAE Sepharose CL-6B Agarosa 2-170 45-165
DEAE Sephacel Anidnico débil Celulosa 10 - 160 40-160
DEAE Sephadex A-50 Dextrano 2-110 40-120
DEAE Trisacryl M Polimero sintético 80 - 90 40-80
DEAE Bio-Gel A Agarosa 45 75-150
CM Sepharose Fast Flow Agarosa 15-50 45-165
CM Sepharose CL-6B Agarosa 10-120 45-165
CM Trisacryl M Catibnico débil Polimero sintético 90 - 100 40-80
Bio-Rex 70 Polimero sintético -- 75-150
CM Bio-Gel A Agarosa 45 75-300
CM Sephadex C-50 Dextrano 7 - 140 40-125
Q Sepharose Fast Flow Aniénico fuerte Agarosa 3-120 45-165
QAE Sephadex A-50 Dextrano 1,2-80 45-125
SP Sepharose Fast Flow Agarosa 60 45-165
SP Sephadex A-50 Catidnico fuerte Dextrano 8-110 45-125
SP Trisacryl M Polimero sintético 100 25-70

En una CII, los principales factores a tener en cuenta en la seleccion de
la fase movil son: (i) la carga del ion buffer, (ii) la fuerza ionica del buffer y (lll) el
pH. Por lo general, el buffer Tris es utilizado con intercambiadores DEAE,
mientras que los buffers de fosfatos y acetatos son frecuentemente utilizados
con intercambiadores CM. Por otra parte, la fuerza ibnica minima del buffer
recomendado para intercambio i6nico es de aproximadamente 10 mM. El pH de
la fase movil puede ser alterado para favorecer la adsorcion o elucién de las
proteinas. En general el valor del pH es elegido de manera que la proteina
adquiera una carga neta contraria a la matriz o fase estacionaria. Esto se logra
usualmente ajustando el pH alrededor de 1 unidad arriba o abajo del punto

isoeléctrico (pl) de la proteina.
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Cromatografia de afinidad

La Cromatografia por afinidad (CAf) es un tipo de cromatografia que se
basa en la unién reversible entre la molécula de interés y un ligando bioespecifico
inmovilizado en un soporte soélido inerte. Por lo general, los soportes suelen ser
matrices de polisacéridos (agarosa, celulosa, dextrano) o matrices sintéticas
(poliacrilato, poliacrilamida). El ligando tiene que tener dos caracteristicas
principales: (i) que pueda interaccionar de manera especifica con la proteina
blanco a través de una union reversible, y (ii) que pueda ser inmovilizado
covalentemente en una matriz de cromatografia conservando su afinidad de

unioén especifica (Grasselli, 2015).

Existen diversas interacciones biologicas frecuentemente utilizadas en la
CAf, algunas de las cuales se enumeran a continuacién: (i) proteina & anticuerpo,
(i) anticuerpo & antigeno, (iii) polisacarido & lectina / glicoproteina, (iv) acido
nucleico & histonas, (v) hormonas / vitaminas & proteina portadora, (vi) glutation
& glutation—S—transferasa (GST), (vii) iones metéalicos & proteina recombinante
con etiqueta de poli (His) / proteina con His en su superficie. A continuacion se

describen los dos tipos de CAf utilizados en este trabajo de investigacion.

Cromatografia con iones metalicos inmovilizados

También conocida por sus siglas en ingles IMAC, es una de las CAf mas
utilizada en los laboratorios de Ingenieria Genética para obtener proteinas
recombinantes purificadas de una manera rapida y sencilla. Esta técnica se basa
en la interaccién especifica por formacion de un quelato entre un metal de
transicion y dos moléculas organicas diferentes, a saber: (i) un ligando que lo fije
a la matriz y (ii) la molécula de interés a purificar, en nuestro caso una proteina.
La capacidad promedio de adsorcion de proteinas de las matrices de IMAC es

de alrededor de 10 mg/mL.

Los iones involucrados son metales de transicion, considerados acidos de
Lewis (aceptores de electrones). Los componentes organicos deben contener

atomos dadores de electrones como el oxigeno, azufre y nitrdgeno. También es
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fundamental la disposicion espacial de dichos atomos para formar quelatos.
Dentro de los amino&cidos con capacidad para interaccionar con iones metélicos

estan el Glu, Asp, Tyr, Cys, Met, His, Arg y Lys.

La IMAC mas difundida es la que utiliza iones Cu*? y Ni*?. Estos cationes,
a pH fisiolégico, interaccionan fuertemente con la His a través de su grupo
funcional Imidazol. Dado que la His es un aminoacido estadisticamente poco
frecuente en la superficie de una proteina, es utilizado como una etiqueta de
afinidad en los sistemas de expresién de proteinas heterélogas en E. coli. El
agregado de cuatro a seis His en el extremo C o N terminal de una proteina
permite recuperarla por este método de un caldo proteico con una relativa alta
afinidad (en el orden de un 80% de pureza). En la actualidad aproximadamente

el 50% de las proteinas para investigacion se obtiene y purifica por este sistema.

La elucion en la CAf se lleva a cabo interfiriendo con la formacion del
complejo ternario (ligando&metal&proteina) y se puede realizar de dos maneras
distintas: (i) especificamente, agregando un ligando competidor como puede ser
Imidazol o EDTA (quelante de iones de mayor afinidad), o (ii) inespecificamente,

reduciendo el pH hasta provocar la protonacién del N del Imidazol.

Cromatografia de afinidad para inmunoglobulinas

Existen diferentes ligandos para purificar Inmunoglobulinas (lg) de una
determinada clase por CAf. El ligando méas utilizado es la Proteina A de
Staphylococcus aureus, sin embargo también se utilizan la proteina G de
Streptococcus sp y la proteina L de Peptostreptococcus magnus. En general,
las proteinas Ay G tienen afinidad por la cadena pesada de las inmunoglobulinas
de clase G (lgG), mientras que la proteina L lo hace a cualquier clase de
anticuerpo. La Ingenieria Genética permiti6 obtener estas proteinas de manera
recombinante e incluso mejorar sus propiedades como ligando cromatografico,
por ejemplo, eliminando los dominios no deseados 0 aumentando la resistencia
a la degradacién en medio alcalino (Kangwa et al, 2015). Estas proteinas se
inmovilizan de forma covalente sobre la matriz cromatografica. Las IgG

interaccionan a pH fisioldgico y baja fuerza i6nica y se eluyen acidificando la fase
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movil, siendo necesaria una neutralizacion de la misma una vez terminado el

proceso para mantener estable la proteina de interés.

Integracion de procesos de DSP

Un proceso de recuperacion y purificacion adecuado de una proteina tiene
como objetivo un bioproducto con las siguientes caracteristicas: (i) alto
rendimiento, (ii) propiedades fisicoquimicas y biolégicas deseadas, (iii) pureza
adecuada y (iv) costo razonable. Sin embargo, como ya se menciond
anteriormente, los procesos de DSP son actualmente el principal cuello de

botella para la comercializacion de bioproductos.

El escalado lineal de los tradicionales métodos de DSP ha alcanzado sus
limites, generando una incapacidad para cumplir con la demanda actual, no sélo
en términos de requerimiento de espacio, sino también en términos de costo,
tiempo y recursos del proceso. En consecuencia, existe una demanda de
tecnologias integrativas que mejoren la economia del proceso y también
reduzcan el tiempo del mismo (D’Souza et al, 2013). Esto se puede lograr a
través de tecnologias que ofrezcan una reduccion en el numero de operaciones
unitarias durante el aislamiento inicial y en las etapas de purificacion,

manteniendo una alta recuperacion y pureza del producto. En este sentido, surge

un nuevo concepto de intensificacion T

DSP INTEGRADO

de procesos que se refiere a
cualquier adaptacion u optimizacién
de procesos de DSP que se

traduzcan en un menor uso de

recursos, incluyendo por ejemplo, un

PRODUCTO PURO

menor consumo de agua, 0 una

menor demanda de energia y por lo

tanto un menor impacto ambiental PRODUCTO PURO
(D’Souza et al, 2013). Una estrategia Figura 1.6

- . Comparacion entre un proceso de DSP
muy utilizada consiste en la tradicional y uno con integracién de
integracion de las etapas de procesos
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clarificacion convencional, la concentracion, y la purificacion inicial en una sola

operacion unitaria integradas (Figura 1.6).

Hoy en dia son cuatro los tipos de tecnologias emergentes e integrativas
gue se estan estudiando: (i) Sistemas de dos fases acuosas, (ii) Cromatografia
de lecho expandido, (iii) Sistemas de flujo convectivo y (iv) Sistemas de fibras

adsorbentes. Las mismas se detallan brevemente a continuacion.

Sistemas de dos fases acuosas

Conocido también como ATPS (Aqueous Two Phase Separation). Este
proceso consiste en un sistema formado por dos soluciones acuosas de
diferentes polimeros, o de un polimero y una sal, a concentraciones que se
mantengan inmiscibles entre ellos. Al incorporar una particula en estos sistemas,
como por ejemplo una proteina, ésta se repartird entre las dos fases (Figura
1.7). Esta particion se describe mediante el coeficiente de particion Kg, definido
como el cociente entre las concentraciones de la particula en la fase superior

(Csup) € inferior (Cinf) del sistema (Ecuacion 1.1):

K,; = Csup (Ec 1.1)
Cinf
La particién de biomoléculas en ATPS depende de distintos factores, los
cuales a su vez, interactian entre si, lo que dificulta el modelamiento de este
fendbmeno. Estas variables se dividen en factores asociados al sistema y los
correspondientes a la naturaleza de la particula en particion. Entre las principales
propiedades de los ATPS que afectan la particion de particulas estan la
temperatura y pH del sistema, los tipos de sales y polimeros utilizados y su

concentracion y el PM de los polimeros involucrados.
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Polimero 1 + Polimero 2 / Sal Muestra sin pre-tratamiento
A Al A2 Al A2
5 °~’
0 . ¢ Molécula
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1 R contaminante
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Figura 1.7
Representacién esquematica de dos sistemas de dos fases acuosas (Aly A2)
Pasos: (1) Armado del sistema, (2) Adicion de la muestra y (3) Particion segun la afinidad por una de las
fases (Kq)

Aunque su puesta a punto y optimizacién suele ser muy laboriosa, en
general es una técnica poderosa gracias a su simplicidad, biocompatibilidad y
factibilidad de cambio de escala. Ademas, el método permite una extraccion
directa de bioproductos a gran escala a partir de un extracto crudo sin pre-
tratamiento (Hatti-Kaul, 2000).

Cromatografia de lecho expandido

Conocida también como EBA (Expanded bed adsorption). Se diferencia
de la cromatografia convencional en que el material adsorbente no esta
empacado, sino que se encuentra fluidizado por accién de un flujo ascendente
de la fase mavil que entra al sistema por la parte inferior de la columna (Figura
1.8). Esto permite que tanto grandes particulas bioldgicas como células enteras
o restos celulares, fluyan sin obstaculos a través de los huecos intersticiales
entre el material adsorbente. De esta manera, y al igual que con ATPS, se

pueden tratar extractos crudos sin pre-tratamiento.

INTRODUCCION GENERAL



CAPITULO |

1 t $
- -

suN

Lecho empacado EqU{IIerat.ﬂ’? y Aplicacion de la Elucién
fluidizacion muestra y lavado
Figura 1.8

Etapas del proceso de la cromatografia de lecho expandido:
Pasos de Izquierda a Derecha: Equilibrado, Siembra y Elucion.

Sistemas de flujo convectivo

Estos sistemas utilizan una fase estacionaria formada por un material
poroso de bloque Unico, conocidos también como columnas monoliticas (Peters
et al, 1999). Los macroporos en esta estructura estan interconectados entre si
permitiendo el transporte de masa soélo por conveccién por la superficie

adsorbente (Figura 1.9).

Cabe destacar que la transferencia de masa a través de una columna
cromatografica empacada convencional se basa en dos mecanismos de
transporte diferentes. Uno de ellos es la conveccion, mediante el cual los solutos
son transportados por la fase mévil a través de la columna (y entre las particulas
adsorbentes). El otro, y no menos importante, es la difusion molecular del soluto
hacia el interior de los poros de las particulas adsorbentes. Este ultimo requiere
de mas tiempo para el transporte de biomoléculas de gran tamafio (como ser
anticuerpos, ADN plasmidico o particulas virales) que es aproximadamente dos
ordenes de magnitud mayor que el correspondiente a los iones y moléculas
pequefias. Por otro lado, la difusion también se ve afectada porque los poros no
son lo suficientemente grandes respecto de las biomoléculas en cuestién
(didmetro del Poro / diametro de la biomolecular < 10). Por lo tanto los procesos

difusionales ralentizan la cromatografia en columna empacada frente a las

INTRODUCCION GENERAL



CAPITULO |

columnas monoliticas, si se quiere mantener la eficiencia del proceso de

adsorcion.

Figura 1.9
Imagen SEM de la estructura porosa de una columna monolitica de silice
(izquierda) y vista aumentada de un macroporo (derecha)
(Extraido de Nufez et al, 2008)

Sistemas de fibras adsorbentes

Tanto la celulosa como otros polimeros naturales han sido
tradicionalmente utilizados como materias primas para la preparacion de
matrices adsortivas. Los materiales mas conocidos son las microparticulas
esféricas utilizadas como adsorbentes cromatograficos y membranas de

ultra/microfiltracion.

Recientemente se ha propuesto un nuevo sistema adsortivo basado en
fibras naturales de celulosa. El Laboratorio de Materiales Biotecnoldgicos
(LaMaBio) de la Universidad Nacional de Quilmes junto con la Jacobs University
de Bremen han desarrollado un nuevo tipo de material adsorbente del tipo
fibroso, compuesto por fibras de celulosa modificadas con ligandos de afinidad
(Singh et al, 2015). Estas fibras poseen un didmetro diez veces menor a las
matrices convencionales, reduciendo el camino difusional y, de esta manera
mejorando la cinética de adsorcion. La naturaleza fibrosa del material permite la
preparacion de telas no tejidas (non woven fabrics) que son aptas para la captura
directa de proteinas de extractos crudos no clarificados (Gavara et al, 2015).
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Aplicacion de nanomateriales a la purificacion de

proteinas

Por lo general, todas las cromatografias requieren de un soporte o
material solido que cumpla el rol de fase solida donde se adsorba la molécula de
interés. La utilizacion de NPs como material para adsorber proteinas es una
nueva area de estudio que genera gran atencion en los investigadores a causa
de su extremada alta relacion superficie/volumen. Es de esperar que estos
nuevos materiales aporten en la busqueda de soluciones dentro del ambito de
los bioprocesos, de manera de simplificar la recuperacion y purificacion de

proteinas a través de materiales adsortivos mas eficientes.

La relacion area superficial/volumen de una esfera de diametro d es 6/d,
por lo tanto a menor diametro, aumentara su area superficial relativa. En las NPs
con un diametro <100nm, el area superficial relativa es muy elevada, pudiendo
superar el valor de 400 m?/g. Por ejemplo, NPs esféricas con un diametro de 70
nm a una concentracion constante en g/l, proporciona un area superficial total
2,85 veces mayor que NPs con un didmetro de 200 nm a la misma concentracion
masica. Este aumento en la superficie especifica podria ser muy atil en el campo
de la purificacion de proteinas ya que permitiria aumentar considerablemente la
capacidad de adsorcion de un mismo tipo de material con solo disminuir su
tamafio de particula. Cabe destacar que dicha consideracion podria ser atribuida
solamente a procesos de adsorcion superficiales, y no a los materiales del tipo
hidrogel adsortivo, en los cuales la adsorcién se multiplica exponencialmente con
el volumen de hinchamiento del material y del grado de modificaciéon funcional

sobre la red polimérica.

Una gran diversidad de nanomateriales con capacidades adsortivas estan
siendo desarrollados y estudiados a nivel mundial (Ma et al, 2006; Anirudhan et
al, 2012; Zhu et al, 2016). Todos estos compuestos funcionalizados
superficialmente son, de un modo u otro, capaces de interactuar y conjugarse
con macromoléculas mas complejas como lo son las proteinas. Como se
menciono anteriormente, estos materiales pueden ser simples o hibridos (dos o

mas constituyentes). Estos ultimos son de mayor interés cientifico ya que el
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material final puede adquirir las caracteristicas fisicas y quimicas de todos sus

constituyentes. En la Tabla 1.2 se enumeran algunos ejemplos de
investigaciones recientes sobre NPs con diversas capacidades adsortivas.
Tabla 1.2
Ejemplos de NPs utilizadas como adsorbentes proteicos
Diametro . Adsorcion
Nanoestructura _ . . Proteina - .
Recubrimiento  Ligando promedio maxima Referencia
base target
(hm) (mg/9)
NPs de FesO4 SiO2 IDA/Cu?* 190 BSA 73 Ma et al, 2006
NPs de Fes3Oq Ac. acrilico Carboxilo 160-200 BSA 105 Liu et al, 2012
NPs de Fes3Oq Polietilenimina IDA/Cu?* 170 BSA 2000 Xia et al, 2014
NPs de CoFesOq4 SiO2 NTA*/Ni2* 270 Tpv-sHSP** 415 Aygar et al, 2015
NPs de Fe304&Au SiO2 MBISA*** 75 Lisozima 345 Zhu et al, 2016
LDH**** NPs de Au 2-3 Hemoglobina 40 Jin et al, 2012
NPs de celulosa Poliacrilatos .AC,. 25 Lisozima 150 Anirudhan et al,
Poliacrilico 2012

* Acido nitrilotriacético

** Proteina recombinante de shock térmico His-terminal
*+ Acido mercapto-5-bencimidazolesulfonico

**+x | aminas dobles de hidroxidos

Estas publicaciones cientificas recientes demuestran no solo el potencial

de los materiales nanoestructurados para purificar proteinas, sino que también

remarcan el interés de la comunidad cientifica por aplicar los nuevos

conocimientos de la Nanotecnologia a los bioprocesos.
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Objetivo del Trabajo de Tesis

Dadas las ventajas que presentan los nanomateriales respecto al
aumento del area especifica y la densidad de particula, y en particular a los
beneficios que presentan los nanomateriales del tipo “core shell”’, en el presente
Trabajo de Tesis se plantea como Objetivo General la preparacion y
caracterizacion de nuevos nanocompuestos poliméricos (NCPs) funcionales con

capacidad para purificar distintos tipos de proteinas.

Para alcanzar dicho objetivo general, se consideraron los siguientes
objetivos especificos:

1. Preparar NCPs mediante la modificacion por injerto inducido por
radiacion ionizante sobre NPs de silice.

2. Caracterizar los NCPs mediante diversas técnicas espectroscoépicas.

3. Obtener NCPs funcionales (NCPs-X) con capacidades adsortivas de
proteinas de manera especifica.

4. Desarrollar métodos de purificacién y evaluar la funcionalidad de los
NCPs-X comparados con matrices comerciales.

5. Estudiar la capacidad de purificacion de los NCPs-X y su utilizacion

en un sistema integrado de purificacién a escala laboratorio.

Las actividades, los resultados obtenidos, asi como su interpretacion y

conclusiones de este trabajo se exponen en la presente Tesis Doctoral.
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CAPITULO 2

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE
NANOCOMPUESTOS POLIMERICOS

2.1 Introduccidn

Nanocompuestos

Un nanocompuesto (NC) es un material conformado por dos o mas
materiales distintos con al menos una de sus dimensiones dentro de la escala
nanometrica. La clasificacion de los mismos se basa tanto en el tipo como en la
distribucion espacial de los elementos que lo constituyen. Por lo general, como
base o ndcleo se suele utilizar un material que aporte mayor densidad al
compuesto final. Nanoparticulas en base a silicatos (SiO2) son muy utilizadas
para tal fin debido a su alta densidad y a su relativa facil derivatizacion a traves
de la quimica de los silanoles (Hartwig et al, 2005; Kobayashi et al, 2007; Demir
et al, 2010; Jankiewicz et al, 2012; Khelifa et al, 2013). También se suelen utilizar
NPs metalicas con el mismo fin (Jiao et
al, 2009; Chibac et al, 2012; Hong et al,

2006). Recientemente se han

publicado una gran variedad de .
articulos relacionados a NCs en base Raspberry Currant bun
. ) ) (Frambuesa) (Pastel con pasas)
a NPs magnéticas con aplicaciones en
el campo de la Biotecnologia, como se

describe en el Capitulo 1. Estos

materiales son de gran interés ya que

debido a sus propiedades magnéticas, Core-shell Core-shell

. , (Nucleo de polimero) (Nucleo de silica)
es posible capturar los NCs a través de

Figura 2.1

la accion de un campo magnético Representacion esquematica de las
externo (Ma et al, 2006; Liu et al, 2014, poé;?:gfdgn géfggzg;?;déggs;\' c
Xia et al, 2014; Aygar et al, 2015; Zhu

et al, 2016).
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Dependiendo de sus constituyentes, la morfologia de los NCs puede
variar desde laminar (Choma et al, 2012), en forma de bastén (Guo et al, 2009)
o en forma de esferas (Kobayashi et al, 2007; Choma et al, 2011). A su vez,
estas Ultimas pueden clasificarse en funcion de la quimica superficial y del
tamafo de las particulas inorganicas que conformen el nucleo (Figura 2.1) en:
(i) tipo “frambuesa” (“raspberry”), (ii) tipo “budin con pasas” (“currant bun”), y (iii)

tipo “ndcleo-envoltura” (core-shell) (Zou et al, 2008).

Por otro lado, el orden de los materiales en el NC puede intercambiarse
dependiendo de la finalidad que se busque para el mismo. De esta manera, un
material se puede encontrar en el interior o en la superficie de un NC. A modo
de ejemplo, se pueden mencionar los NCs en base a NPs de silicio y NPs de oro.
Esta combinacion de materiales resulta en una alta estabilidad térmica (atribuida
a la silica) sumado a las propiedades magnéticas, eléctricas, 6pticas y cataliticas
de los nanocristales metalicos de oro. De esta manera, algunos investigadores
han desarrollado NCs en base a NPs de silicio recubiertas con NPs de oro méas
pequefias (Choma et al, 2012), mientras que otros lo han hecho recubriendo NPs
de oro con una envoltura de silicio (Xue et al, 2007) (Figura 2.2).

b) 100nm

EHT = 200kv WD = 25mm

N A=inlens _ Mag=100.00 KX IWC PAN [l

Figura 2.2
Comparacion entre distintos tipos de disposicion nucleo/envoltura
(a) Imagenes SEM de NPs de silicio recubiertas con NPs de oro (Extraido de Choma et al, 2012);
(b) Imagenes TEM de NPs de oro recubiertas con silicio (Extraido de Xu et al, 2007)

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE NANOCOMPUESTOS POLIMERICOS



CAPITULO Il

Nanocompuestos poliméricos en base a silicio

Compuestos coloidales formados por silica y polimero representan una
nueva categoria de nanocompuestos poliméricos (NCPs) que pueden
clasificarse en dos, con nucleo de silica y cobertura polimérica o viceversa (Zou
et al, 2008). Una caracteristica importante que adquieren los NCPs es la
posibilidad de generar entrecruzamientos entre los distintos tipos de polimeros
qgue lo conforman. De esta manera, se logran importantes mejoras en cuanto a
sus caracteristicas mecanicas y térmicas (Hartwig et al, 2005; Mu et al, 2009).
Sin embargo, la ventaja mas importante que aporta una superficie polimérica es
su facilidad para ser modificada quimicamente mediante reacciones de
derivatizacion. Esto les puede conferir caracteristicas funcionales especificas,
permitiendo asi la capacidad para interactuar selectivamente con otras
sustancias del medio en el cual se encuentran dispersos. Por lo general se
utilizan polimeros con grupos funcionales que permitan una modificacion quimica
(hidroxilos, carboxilos, aminos, sulfidrilos), ya sea por sustitucion nucleofilica, o
por reacciones de adicion/condensacion. En los Ultimos afios, el poli-
glicidilmetacrilato (pGMA) ha sido utilizado por un numero importante de
investigadores (Lei et al, 2011; Song et al, 2011; Jlassi et al, 2015; Rehman et
al, 2016) gracias a su facilidad para ser derivatizado mediante reacciones de

adicion sobre los grupos epoxidos del mismo (Kim et al, 1996).

En este Capitulo se describiran tanto las técnicas como los
procedimientos desarrollados para la preparacion y caracterizacion de NCPs del
tipo “budin con pasas”, con una base de NPs de silica y un recubrimiento
entrelazado de pGMA. La polimerizacion de este ultimo se llevo a cabo por un
método de modificacion por injerto inducido por radiacién ionizante. A
continuacion se describen brevemente tanto las técnicas como los materiales

utilizados para la preparacion de los NCPs.
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Silicatos

Los silicatos pertenecen a un grupo de minerales denominado en geologia
como petrogeénicos, ya que forman parte de la mayoria de las rocas, arcillas y
arenas. Estan compuestos principalmente por silicio y oxigeno, aunque pueden
estar acompafiados de otros elementos entre los que destacan aluminio, hierro,

magnesio o calcio.

Los silicatos forman materiales basados en la repeticién de la unidad
tetraédrica SiO4*. Las cargas negativas generalmente son compensadas por la
presencia de iones de metales alcalinos o alcalinotérreos, asi como de otros
metales como el aluminio. Los &tomos de oxigeno pueden compartirse entre dos
de estas unidades SiO4* para formar el disilicato [Si2Os]® De manera general,
los silicatos tendran como férmula [(SiOs)?]n donde todos los &tomos de oxigeno
estan compartidos y por lo tanto la carga esta neutralizada, formando una red

tridimensional denominada silice o dioxido de silicio, SiO2 (Klein 1997).

La capacidad de los tetraedros de silicio para unirse por sus vértices se
denomina polimerizacion, la cual es la responsable de la gran variedad de
estructuras de silicatos existentes. Los oxigenos que pueden compartirse son de
1 a4y aellose debe la gran diversidad de configuraciones estructurales.

Usos de los silicatos

El silicio es el componente central de los silicatos. Debido a sus
propiedades Unicas, los silicatos tienen muchos usos tecnoldgicos. Estas
propiedades incluyen la capacidad para conducir la electricidad, producir una
vibracion de alta frecuencia y proporcionar aislamiento térmico. Aunque el silicio
es un cristal muy duro, se puede manipular y cortar en tamafios minusculos,
transformandose asi en el material perfecto para hacer microchips, dispositivos
electronicos que utilizan tanto computadoras como teléfonos celulares y

videojuegos (Regueiro, 2009).
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Fumed Silica

Su nombre comercial es AEROSIL®. Es un producto patentado y
registrado por Degussa AG en el afio 1943 como silice pirogénica. La fumed
silica (FS) se obtiene por combustion del SiCls en una llama de hidrogeno y

oxigeno a mas de 1500 °C (Figura 2.3) segun la Ecuacion 2.1 (Zou et al, 2008):

SiCl, + 2H, + 0, — Si0O, + 4HCI (Ec 2.1)

El tamafio de las esferas de SiO2 depende de los paradmetros del proceso
y muestran una excelente uniformidad dentro de un mismo lote. El polvo
resultante es no poroso, tiene una densidad aparente baja y un area superficial
de 50 a 600 m?/g. Su densidad puede variar entre 160 - 190 kg/m3. Los tamafios
de las particulas primarias varian entre 5y 300 nm, las cuales pueden formar
agregados ramificados de unas décimas de micra de longitud. Sin embargo esta
agregacion es menor a la de la silica estandar, que al presentar mas grupos
silanoles en su superficie, es mas propensa a aglomerarse por interacciones
puentes de hidrogeno. Una buena dispersibn puede lograrse mediante
modificacion quimica de la superficie de las NPs, o mediante aplicacién de
métodos fisicos tales como molino de bolas y tratamientos ultrasonicos (Zou et
al, 2008).

a) MottcuesProte Particios agregados b)

Mechero

SiCl, + 2H, + 0,

Reaccion > 1500 °C

Figura 2.3
(a) Esquema representativo de la preparacién de FS;
(b) Imagen de FS a granel (AEROSIL®); (c) Micrografia SEM
de los agregados de FS
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Aplicaciones de la Fumed Silica

Es uno de los pocos nanomateriales utilizados en gran escala en la
produccion de diversos productos industriales. Su principal uso es como agente
espesante universal, aunque también se utiliza como polvo anti apelmazamiento
y como agente desecante (Mathias y Wannemacher, 1988). También es muy
aplicada en productos cosmeéticos por sus propiedades Opticas de difusion de
luz, y en pasta de dientes, por su capacidad abrasiva. Ademas se suele utilizar
como relleno en elastomeros de silicona, y como regulador de la viscosidad en
pinturas, revestimientos, tintas de impresion, adhesivos y resinas de poliéster
insaturado. A escala laboratorio, se han estudiado los efectos sobre la
conductividad térmicay la capacidad de fractura sobre fibras de vidrio recubiertas
con FS hidrofébica e hidrofilica (Liana et al, 2015). Recientemente se realizaron
estudios sobre la aplicacion de FS para mejorar las capacidades adsortivas de
columnas monoliticas utilizadas en cromatografia de interaccion hidrofébica
(Aydogan et al, 2016). Sin embargo, el principal interés industrial en este material
es su baja toxicidad, caracteristica que le permite ser utilizada para mejorar las
propiedades organolépticas de diversos productos alimenticios con altos
estandares de calidad. Ingredientes en polvo, tales como sal, especias,
condimentos, huevo o leche en polvo, a menudo utilizan FS para evitar el
apelmazamiento, mejorar la fluidez y aumentar su estabilidad de

almacenamiento.

Polimeros

Los polimeros son macromoléculas, generalmente organicas, formadas
por la union covalente de una o mas unidades simples llamadas monémeros.
Estos forman largas cadenas que se unen entre si por fuerzas de Van der Waals,
puentes de hidrogeno o interacciones hidrofobicas. Las macromoléculas mas
simples son cadenas hidrocarbonadas no saturadas, como el polietileno (PE) o
el polipropileno (PP), aunque también existen macromoléculas con enlaces

dobles o formadas por mondmeros que contienen anillos aromaticos y/o
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heteroatomos en su estructura, como el tereftalato de polietiieno (PET) o el

policarbonato (PC).

Dependiendo de su origen, los polimeros pueden ser naturales o
sintéticos. Los sintéticos contienen normalmente entre uno y tres tipos de
monomeros que se repiten, mientras que los naturales, o biopolimeros (como la
celulosa, el ADN o las proteinas) presentan estructuras mucho mas complejas.
En la actualidad, los polimeros sintéticos constituyen uno de los grupos de
materiales de mayor aplicacién tecnolégica e industrial gracias a la gran
versatilidad de sus propiedades. Sin embargo, algunas caracteristicas como la
baja resistencia a temperaturas extremas y la sensibilidad a la luz y otro tipo de

radiaciones, limitan sus aplicaciones (Rico, 2012).

Sintesis de polimeros

El proceso de sintesis de un polimero puede realizarse a través de dos
métodos principales de acuerdo a los tipos de monomeros involucrados: por
adicion o condensacion de monomeros (Rico 2012). La polimerizacion por
adicién puede transcurrir a través de un mecanismo en el que se formen
radicales libres como especies intermedias en el curso de la reaccién. En otros
casos, la polimerizacion por adicion tiene lugar mediante la formacién de iones:
carbocationes o carbaniones. En ambos casos, la polimerizacion transcurre a
través de tres etapas: (i) iniciacién, en la que se forman los monémeros
activados; (ii) propagacion, en la que se adicionan monémeros a la cadena; y (iii)
terminacién, que se caracteriza por la finalizacion o inactivacién del polimero
(Figura 2.4 (a)). El proceso requiere de monémeros con dobles enlaces carbono-
carbono (C=C) para continuar con el ciclo de propagacion en las reacciones
radicalarias. En esta etapa, las cadenas poliméricas se pueden formar por
adiciébn de nuevos mondémeros a la cadena principal o bien por adicién de
cadenas cortas que se han formado simultaneamente. El final de la
polimerizacion se produce al agotarse los mondmeros y/o cadenas cortas
disponibles. En este tipo de polimerizacién la masa molecular de cada cadena

de polimero es un multiplo exacto de la masa molecular del monémero. Un
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ejemplo de polimerizacion por adicion anidnica es la del poliestireno (PS) a partir
del estireno, en la cual se utiliza el anion amiduro (NH2) como especie

nucleofilica para generar el carbanion iniciador. (Figura 2.4 (b)).

(a) (b)
CH CH
P ] 2
® 000 ® A CH/NH \{CH/ 1\
() + )
oo L0 wmm ooe, % = ’ "
® e o o -
(X eo®
Iniciacion Propagacion Terminacion
Figura 2.4

(a) Representacién esquematica de la polimerizacién por adicion;
(b) Polimerizacién por adicién del PS

Por otro lado, la polimerizacién por condensacién es un proceso de unién
de dos mondémeros o dos cadenas cortas, con la generacion de una molécula
pequefia como subproducto, como por ejemplo H20, CO2 o0 un ROH. Un caso
tipico es la formacion de las poliamidas a partir de la reaccion de poliaminas y

acidos dicarboxilicos con la generacion de agua como subproducto (Figura 2.5).

(NH,-R-NH,)_ + (COOH-R—-COOH), =mmp NH,-(R-NHCO-R) -COOH + (2n-1) H,0

Figura 2.5
Polimerizacion por condensacién para generar una poliamida

Peso molecular promedio

El peso molecular (PM) de los polimeros es una propiedad de fundamental
importancia para su aplicacion. La utilidad y las propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas asociadas a los materiales poliméricos son consecuencia de su PM,

del cual dependen de forma considerable.

Debido a las caracteristicas propias de los polimeros en cuanto a su
formacion, y a diferencia de los compuestos formados por moléculas pequefias,
una muestra de polimero estd constituida por una mezcla de polimeros

homogéneos pero con distinta longitud de cadena y en consecuencia, de
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diferente PM, por lo que se consideran materiales polidispersos. Por lo tanto se
pueden determinar un PM en niimero promedio (M») y un PM en peso promedio
(Mw) (Mier et al, 1997). Solamente las macromoléculas biolégicas como
proteinas y acidos nucleicos sintetizadas de manera especifica por organismos
vivos son monodispersas ya que presentan un PM definido (Lopez Carrasquero
2004).

Propiedades estructurales

Los enlaces primarios entre los &tomos de los propios monémeros y entre
ellos son covalentes, con altas energias de enlace (entre 146-628 KJ.mol?),
proporcionado una gran estabilidad a los productos resultantes. Sin embargo la
cohesion de los polimeros depende en gran medida de las fuerzas de enlace
secundarias (principalmente Van der Waals y puente de hidrégeno) que
mantienen unidas las cadenas poliméricas entre ellas y son débiles
individualmente en relacion con las fuerzas del enlace primario. El alto PM de los
polimeros permite que estas fuerzas sean lo suficientemente fuertes para
impartir resistencia, estabilidad dimensional y otras propiedades mecanicas al
material (Callister, 1995).

Clasificacion de los polimeros

Los polimeros pueden agruparse en funcion de la distribucién espacial de
sus cadenas (Figura 2.6). Las cadenas poliméricas pueden estar agrupadas de
manera sencilla, en forma de cadenas lineales o ramificadas, o de forma
compleja, formando estructuras reticuladas. Estas ramificaciones determinaran
el comportamiento mecénico que presentaran los polimeros en funcion de la

temperatura (Seymour y Carraher, 1995).
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: E Cadena Lineal

Cadena Ramificada Cadena Reticulada

Figura 2.6
Posibles disposiciones estructurales de las cadenas de un polimero

Otro criterio de clasificacion es el comportamiento frente a la temperatura.
Asi, los polimeros se pueden clasificar como: polimeros termoplasticos,

polimeros termoestables y polimeros elastbmeros (Seymour y Carraher, 1995).

También, los polimeros pueden clasificarse de acuerdo a su
composicion monomérica. De esta manera, si el polimero es quimicamente
homogéneo y consta de un sélo tipo de monémero se denomina homopolimero.
Por el contrario, polimeros formados por dos tipos de mondmeros se denominan

co-polimeros (Seymour y Carraher, 1995).

Glicidil metacrilato

El metacrilato de glicidilo o glicidil metacrilato (GMA) es un éster del &cido
metacrilico que contiene un grupo vinilo y un grupo epéxido. Es un monémero
muy usado en la preparacion de resinas epoxi. Ademas, se lo utiliza para

proporcionar funcionalizacion epoxi en poliolefinas y otras resinas acrilicas.

Poli glicidil metacrilato

El poli glicidil metacrilato (pGMA) es un polimero que se obtiene por
polimerizacion del glicidilmetacrilato (Figura 2.7). El grupo vinilo puede
polimerizar por radicales libres mientras que el grupo epéxido puede generar
polimeros por condensacion en reacciones en medio anhidro. Por lo general, la

polimerizacion mas utilizada para la obtencion de pGMA es por radicales libres.
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De esta forma, los grupos epoxidos

permanecen disponibles para reaccionar con © O\/%/
compuestos que poseen hidrégenos CHa
reactivos, tales como acidos, bases, aminas n
primarias y secundarias y alcoholes. (Kim et Figura 2.7

Estructura quimica del pGMA
al, 1996; Benaglia et al, 2013).

Modificacion quimica por injerto

También es posible realizar modificaciones de las propiedades de un
polimero por la adicion de otro polimero distinto, o la incorporacion del mismo
sobre una superficie como por ejemplo una NP. A este tipo de modificacion se la
denomina injerto polimérico y muchas veces se realiza para agregar una gran
cantidad de grupos funcionales y/o mejorar el recubrimiento superficial de otro
polimero que se usa como base. Existen dos enfoques principales para unir
guimicamente cadenas de un polimero a la superficie de otro material (Figura
2.8): (i) por polimerizacion del monémero in situ mediante crecimiento de
cadenas poliméricas sobre un iniciador inmovilizado a una superficie (“grafting
from”); o (ii) por unién covalente de polimeros funcionalizados a una superficie
("grafting to") (Minko, 2008).

Por otro lado, existen diferentes técnicas que difieren en la generacion de
los iniciadores de la polimerizacion en una superficie. Entre las mas utilizadas se
encuentran: (i) tratamiento quimico; (ii) ozonificacion; (iii) foto-polimerizacion por
injerto; (iv) radiacion ionizante; y (v) radicales remanentes (Zou et al, 2008). La
eleccion de la técnica de modificacidn dependera de los materiales utilizados y
del objetivo deseado. A continuacién se describe la modificacion por injerto
inducida por radiacion ionizante, técnica utilizada en este trabajo para la

preparacion de los NCPs.
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Iniciador Monémero

NP
“Grafting from” O + - » —*— + - ‘

“Grafting to” MWW F+ - » MWWV— 0 ’

Polimero Iniciador

Figura 2.8
Representacién esquematica de los enfoques para modificacién por injerto.
Métodos “Grafting from” (arriba) y “Grafting to” (abajo)

Modificacion por injerto inducida por radiacion ionizante

La irradiacién de un material con radiacién ionizante (rayos gamma, rayos
X, electrones acelerados o haces de iones) conduce a la ionizacion y excitacion
del mismo, generando la formacion de compuestos intermediarios muy reactivos
(iones, electrones libres, radicales y/o estados excitados). Estos pueden seguir
varios caminos de reaccion, dando lugar a reordenamientos y/o formacion de
nuevos enlaces. Estas reacciones pueden culminar en la formacion de productos
oxidados, adicion de moléculas, escision de cadenas principales (degradacion)
o entrecruzamiento (cross-linking). El grado de estas transformaciones depende
de la estructura del material base y de las condiciones de la muestra antes,
durante y después de la irradiacion (Meisl et al, 2004). De esta manera
exponiendo el material base, excitado por radiacion ionizante, a una solucion de
monomeros se pueden obtener polimerizaciones por injerto del material; proceso
que se denomina “grafting”. Asi se puede polimerizar un mondémero sin el uso de
catalizadores y bajo condiciones independientes de la temperatura, presion, y
estado del material (gas, liquido o s6lido).

Las fuentes de radiacion ionizante pueden ser de naturaleza corpuscular
(a, B, protones, neutrones, electrones o iones acelerados) o electromagnética
(rayos y o rayos X). Actualmente, los electrones acelerados y los rayos y son el
tipo de radiacion ionizante mas comunmente utilizada en la industria para la
modificacion quimica de materiales (Chmielewski et al, 2004). La naturaleza de
ambos es muy distinta. Mientras que los electrones acelerados son producidos

en vacio y acelerados por un campo eléctrico, los rayos y se producen por el
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decaimiento de un nucledn de un nivel o estado excitado a otro de menor energia

y/o por desintegracion de isétopos radiactivos.

El Cobalto-60 (°°Co) es un isétopo radiactivo del cobalto, con un periodo
de semidesintegracion de 5,27 afios. El 8°Co decae por desintegracién beta al
is6topo estable Niquel-60 (°°Ni). En el proceso de desintegracion, el ®°Co emite
un electrén con una energia de 315 keV y luego el nlcleo activado de %°Ni emite
dos rayos y con energias de 1,17 y 1,33 MeV, respectivamente. El rango de
velocidad de dosis que se puede obtener con una fuente de ®°Co es de 0,1 a 20
KGy/h. Esta radiacion y es muy utilizada para radioesterilizacion gracias a su alto
poder de penetracion y de ionizacion; siendo esta una de las principales
aplicaciones. Por ejemplo, para la esterilizacion de productos médicos, la dosis
de empleada suele ser del orden a los 25 kGy, segun la recomendacién de la
Norma ISO 13409 (Barrera Barroso et al, 2005).

El principal efecto de la radiacion y en la modificacion de materiales radica
en su capacidad para generar radicales libres (radidlisis) en el material
propiamente dicho y/o el solvente que lo contiene. Se ha demostrado que el
potencial para generar radidlisis en suspensiones acuosas de NPs de silicio
irradiadas con radiacién y no se ve afectado hasta una concentracion de 50 %
P/v (Meisl et al, 2004).

Métodos de polimerizacion radioinducida

Existen tres métodos principales de modificacion por injerto inducida por
radiacion ionizante, dos de los cuales se realizan en dos pasos, y otro sélo en

uno (Bhattacharya et al, 2004; Nasef and Hegazy 2004):

» Pre-irradiacion en vacio: El material base a modificar es inicialmente
irradiado en vacio y finalmente puesto en contacto con una solucion de
mondmero (Figura 2.9). Es muy importante conservar activos los radicales
formados durante la irradiacion. Para ello es recomendable trabajar por debajo
de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero irradiado y en una

atmosfera libre de oxigeno. La principal ventaja de este método es la baja
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formacion de homopolimero. Sin embargo, la alta dosis de energia requerida (del

orden de 200 KGy) puede afectar la integridad del material base.

Radicales

b

Vacio Mondémero

Figura 2.9
Esquema del proceso de injerto por el método de pre-irradiacién en vacio

» Pre-irradiacién en aire o peroxidaciéon: Es un método similar al anterior,
salvo que el material base es irradiado en aire, el cual estd compuesto
mayormente por nitrégeno y oxigeno (Figura 2.10). Este dltimo reacciona
formando peroxidos e hidroperéxidos. En un segundo paso, los peroxidos se
descomponen térmicamente liberando radicales libres, que inician la
polimerizacion. Debido a esto, es necesario que el material base sea
termoestable a altas temperaturas. También es aconsejable utilizar inhibidores
de la homo-polimerizacidén. La ventaja de esta técnica es que los peroxidos
intermedios pueden almacenarse durante largos periodos de tiempo antes de

realizar el proceso de grafting.

Figura 2.10
Esquema del proceso de injerto por el método de pre-irradiacion en aire

» Método directo o en simultaneo: El material base es directamente
irradiado en presencia de un monémero, el cual puede encontrarse en forma de
vapor, de liquido o en solucion (Figura 2.11). La irradiacion puede llevarse a
cabo tanto en aire, en vacio o bajo una atmdsfera inerte (por ejemplo, N2). La
polimerizacion se inicia a partir de la formacion de radicales libres generados en

el material base. Las ventajas de este método son dos: (i) requiere de baja dosis
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de energia (de 2-20 KGy) comparado con los métodos anteriores y (ii), consiste
de un proceso en un solo paso, lo cual reduce tanto costos operativos como
errores experimentales. Aunque existe una alta posibilidad de desactivacién de
radicales activos por recombinacion mutua entre dos unidades, comparado con
los otros métodos es el que resulta en mayores rendimientos de injerto ya que

no se pierden radicales libres a través de reacciones de descomposicion.

Figura 2.11
Esquema del proceso de injerto por el método en simultaneo

En este método, los niveles de homo-polimerizacion aumentan a medida
gue la concentracion del monémero es mayor. En algunos casos es necesario
agregar un inhibidor para retardar la homo-polimerizacion en la fase liquida
(Clough, 2001).

Como la radiacion ionizante no es selectiva, es necesario considerar su
efecto sobre todos los componentes del sistema. Entre los aspectos mas
importantes a tener en cuenta durante un proceso de grafting en simultdneo se
destacan: (i) la composicion quimica del material base, (i) el tipo de monémero,
(ii) el solvente, (iv) el pH, (v) la temperatura, (vi) el método de irradiacion, (vii)
los aditivos agregados tales como inhibidores, sales y agentes de reticulacion,
(viii) la dosis total y (ix) la velocidad de dosis (Hongfei et al, 1992).

Se han realizado una gran cantidad de estudios para determinar la
efectividad de cada método de irradiacion. En uno de ellos se cuantifico el
rendimiento del injerto de N,N dimetilacrilamida (DMAA) sobre caucho natural
utilizando las tres técnicas de injerto (en simultaneo, por peroxidacién y pre-
irradiacion). Los mayores niveles de modificacion obtenidos fueron del 42 % P/p
por la técnica de peroxidacion, 29 % P/p para la técnica en simultaneo y del 13 %
P/p para el método de pre-irradiacion (Razzak et al, 1993). Aunque no siempre
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una mayor modificacion significa un producto mejor, en todos los casos se
requiere estudiar las propiedades funcionales para determinar la mejor

condicion.

En general, el método de peroxidacion (pre-irradiacion en aire) es el que
ofrece mejores condiciones de procesamiento industrial en lote dado los mayores
porcentajes de grafting, la simplicidad de almacenamiento y la posibilidad de
dividir el proceso en etapas en caso de ser necesario. Por otro lado, la
simplicidad del método en simultaneo radica en la posibilidad de realizar el

proceso en una sola etapa y con baja dosis de irradiacion.

Desde hace mas de 30 afios se estudia la utilizacion de la radiacion y
como método para la modificacibn quimica de materiales. Sin embargo esta
técnica continua siendo investigada dada la gran cantidad de variables vy
condiciones experimentales que se pueden realizar que conducen a diferentes
productos. En la Tabla 2.1 se detallan algunos materiales obtenidos por grafting

radioinducido que fueron utilizados para purificar proteinas.

Tabla 2.1
Publicaciones sobre materiales obtenidos por irradiacion para purificar proteinas

Material adsortivo Tipo de Método de Mondmero /

base irradiacion irradiacion Ligando Referencia
Pelicula de PE Radiacion y Pre-irrad. liquida GMA/DEAEMA/VBTAC Lee et al, 1994
Fibra hueca de PE e- acelerados Pre-irrad. en N2 pGMA&DEA Tsuneda et al, 1995
Fibra hueca de PE Radiacion y  Simultaneo en N2 pGMA/IDA Grasselli et al, 1999
Fibras de celulosa Radiacién y  Simultaneo en aire PVBT Kumar et al, 2006
Fibra hueca de PS Radiacion y ~ Simultdneoen N2  pGMA&DMA/Colorantes  Wolman et al, 2006
Films de MAAy PEGDA  Radiaciony  Simultaneo en N2 pPGMA/Naz2S03 Bibi et al, 2011
Fibras de celulosa Radiacion y ~ Simultaneo en N2 pGMA&DMA/Na>SO3 Gavara et al, 2012
Esponjas de PU Radiaciony  Simultaneo en N2 pGMA/Na2SOs Sanchez et al, 2017
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Técnicas fisicoquimicas de caracterizacion

El desarrollo actual de la Nanotecnologia no seria posible sin la
caracterizacion de los materiales a través de diferentes técnicas microscopicas
y espectroscopicas, tales como Microscopia Electronica de Barrido, de
Transmision, Espectroscopia Infrarroja, etc. De esta manera se pueden describir
las propiedades de los nanomateriales tales como estructura, composicion,
morfologia, propiedades térmicas, etc., que posteriormente serviran para
encontrar una aplicacion especifica a los mismos. A continuacion se detallan
brevemente las técnicas utilizadas para caracterizar y estudiar las propiedades

de los sistemas nanoestructurados preparados en este Trabajo de Tesis.

Dispersion Dinamica de la Luz

La dispersion dinamica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés "Dynamic
light Scattering"), es una técnica fisico-quimica empleada para determinar la
distribucion de tamafios de particulas en suspension o de dispersiones
coloidales. Es muy eficaz para mediciones de poblaciones monodispersas. Sin
embargo, también permite analizar muestras con distribuciones muy variadas de
masas moleculares, por ejemplo, una proteina nativa y agregados de distintos
tamafios (Sartor 2003).

Cuando un haz de luz monocromatico (laser) incide sobre una suspensién
de particulas, el movimiento Browniano de las mismas genera un efecto Doppler
sobre la frecuencia aparente de la onda, dispersandola en diferentes direcciones
e intensidades. Estos cambios en el angulo de incidencia y en la intensidad de
la difraccibn se denominan patrones de difraccion y estan relacionados
directamente con el tamafio de la particula. Por lo general, particulas mas
pequefias difractan a mayor angulo con menor intensidad, mientras que
particulas mas grandes producen bajo angulo y mayor intensidad (Figura 2.12).
Con el analisis de estas fluctuaciones es posible obtener la velocidad del
movimiento Browniano y, finalmente, mediante la aplicacién de un algoritmo y de

un modelo apropiado se obtiene informacion acerca de la distribucién del tamafio
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de particula. En general es una técnica cuyo rango optimo de medicion es en el
orden de particulas sub-micrométricas, aunque permite medir particulas con

tamafios menores a un nanémetro o mayores al micrén (Goldburg, 1999).

Intensidad de la difraccion

Angulo de difraccion

'— Haz de luz difractado

NP 2 —~§

< Hazde luz ldaser

Figura 2.12
Patrones de difraccién generados por NPs de distinto tamafio (NP1>NP2>NP3)

Por lo general, los equipos comerciales de DLS operan a un angulo de
incidencia de 90° y utilizan una fuente laser de luz roja (675 nm). En la Figura

2.13 se encuentra una representacion esquematica de un equipo DLS.
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Figura 2.13
Esquema de un equipo estandar para medir DLS
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La determinacion de la distribucion de tamafo particulas es actualmente
un problema que va adquiriendo cada vez mayor importancia ya que en la
practica no existe un tamafio o diametro Unico de particula, sino que el mismo
representa a un conjunto de particulas similares. Esto implica que para una
misma medida de tamafio nominal, existe un porcentaje con un tamafio mayor y
otro con un tamafo menor al valor nominal. Otra consideracion a tener en cuenta
en un estudio de caracterizacion es la variacion en el valor promedio de particula
obtenido al emplear distintas técnicas de medicion. Por ejemplo, mediciones por
DLS de particulas monodispersas suelen ser levemente superiores a los valores
nominales de la misma muestra obtenidos por TEM (Microscopia Electrénica de
Transmision) dado que por DLS se mide el radio hidrodinamico de particulas en

suspension (Salinas-Salas et al, 2005).

Por otro lado, analizar muestras polidispersas solamente por DLS suele
ser insuficiente. Por lo general, se requiere una combinacion de técnicas
adicionales para analizar mezclas de particulas con distribuciones de tamafio de
particulas amplias (Provder, 1997). En estos casos, la técnica de microscopia
por fuerza atomica (AFM, Atomic Force Microscopy) que tiene la capacidad de
identificar la presencia de particulas de diversas formas y tamafios,

convirtiéndose en una técnica complementaria de analisis (Hoo et al, 2008).

Espectroscopia de Oclusion I6nica

La técnica Espectroscopia de Oclusién Iénica (Scanning lon Occlusion
Spectrocopy o SIOS) es una nueva técnica que permite determinar la cantidad y
tamafio particulas de una suspension. La técnica se basa en el bloqueo
momentaneo en una sefial eléctrica de una celda separada por una membrana
con un unico poro, siendo su limite menor de deteccién de particulas de 80 nm
de diametro. La intensidad de la sefal estd estrechamente relacionada con el
diametro de particula que bloquea el poro (Roberts et al, 2010). Este bloqueo es
interpretado y decodificado por el software del equipo a través de la comparacion
con un patron de NPs (suministrado por el fabricante) y finalmente traducido en

el histograma de la muestra a estudiar (Figura 2.14).
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Técnica Espectroscopica de Oclusion Iénica

a) Equipo gNano, b) NPs atravesando el poro de la membrana, c) Histograma del tamafio de particula

Imagenes extraidas de la pagina http://izon.com/how-trps-works/

Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier

La incidencia de la radiacion infrarroja (IR) produce vibraciones,
extensiones y contracciones de los enlaces quimicos en longitudes de onda
definidas, que pueden identificarse por comparacion contra patrones de grupos
funcionales conocidos. La FTIR es una de las técnicas espectroscopicas mas
utilizadas para analizar modificaciones quimicas en polimeros ya que el analisis
de los espectros resultantes en diferentes etapas de la modificaciéon permite
detectar e identificar la incorporacion de grupos funcionales en el nuevo material
(Nitschke et al, 1997; Belfer et al, 2000; Pandey et al, 1999).

La técnica ATR (Reflectancia total atenuada) es una herramienta
acoplada al FTIR tradicional que permite analizar muestras en estado sélido o
liquido sin acondicionamiento previo. En este método, el haz de luz IR atraviesa
el cristal del médulo ATR y penetra la muestra en contacto con el cristal en el
orden de unos pocos micrones. El haz se refleja internamente formando una
onda de energia evanescente que decae rapidamente con la distancia (Figura
2.15). Una parte de la energia de esta onda evanescente es absorbida por la
muestra mientras que el haz remanente viaja hasta el detector, por lo que se

obtienen espectros de IR de absorbancia.
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Representacion del médulo de ATR

Analisis Termogravimétrico

Cuando un material es sometido a un programa de calentamiento
controlado, tanto su estructura como su composicion quimica sufren cambios
como la fusion, solidificacion, cristalizacion, oxidacion, descomposicion, cambio
de fase, entre otros. Estas transformaciones se pueden medir, estudiar y analizar
midiendo la variacion de las distintas propiedades fisicas o mecanicas de la

materia en funcién de la temperatura.

El analisis por
Termogravimetria  (TGA) esta

basado en la medida de la variacion Horno

Muestra

de la masa de una muestra cuando

se la somete a un cambio de
Balanza

temperatura en una atmosfera

Base solida

controlada. Es una técnica muy ~

utilizada en polimeros, alimentos y
productos farmacéuticos, y permite Figura 2.16

. ., Representacién de un horno para TGA
obtener informacion de la

heterogeneidad, constitucién, elementos estructurales y durabilidad del
compuesto (Jiang et al, 1999; Cochez et al, 2000). Los hornos especialmente
disefiados permiten controlar el calentamiento y enfriamiento con una alta

precision, en un intervalo de temperatura de -150°C hasta 2400°C (Figura 2.16).
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Microscopia electrénica de barrido de emision de campo

La microscopia electrénica de barrido (SEM, 6 Scanning Electron
Microscopy) es una técnica de microscopia electronica capaz de producir
imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra utilizando las
interacciones electrén-materia. A diferencia de la microscopia 6ptica, para formar

una imagen utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz.

El bombardeo de una superficie con un haz de electrones de baja energia
produce emision de electrones secundarios, electrones retro dispersados y rayos
X. Los electrones secundarios son emitidos por los &tomos que se encuentran
en la superficie interna del material. La intensidad con que son emitidos es
utilizada para generar una imagen tridimensional de la superficie. Mientras menor
sea el diametro del haz de electrones primarios con que se bombardea la
muestra, mayor sera la resolucion de la imagen final. Por otro lado, los electrones
retro dispersados son los electrones primarios que fueron refletados por la
superficie del material. También pueden utilizarse para obtener una imagen
superficial, aunque con menor resolucibn comparado con los electrones

secundarios (Goldstein et al, 1992).

La interaccién de los electrones primarios con el material también resulta
en la emisién de rayos X. Estos tienen niveles de energia caracteristicos para
cada elemento. Es por esto que su deteccion puede utilizarse para realizar un
analisis elemental del material analizado. Esta técnica, denomina EDX (del inglés
Energy Dispersive X-Ray) permite identificar todos los elementos sin dafar la
muestra excepto el H, He y el Li, de acuerdo a la energia de los rayos X
(Goldstein et al, 1992).

El microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM), es
un instrumento que al igual que el SEM es capaz de ofrecer una amplia variedad
de informacion procedente de la superficie de la muestra, pero con mayor
resolucién y con un rango de energia mucho mayor. La mayor diferencia entre
un FESEM y un SEM reside en el sistema generacion de electrones. El FESEM
utiliza como fuente de electrones un cafion de emision de campo que

proporciona haces de electrones de alta y baja energia muy focalizados, lo que
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mejora notablemente la resolucién espacial y permite trabajar a muy bajos
potenciales de campo (0.02 - 5 kV). Esto ayuda a minimizar el efecto de carga
en muestras no conductoras (como son los polimeros) y a evitar dafios en la

misma por el haz electrénico.

Potencial Z

Cuando una superficie cargada esta en contacto con una fase liquida, se
desarrolla un potencial eléctrico en la interfase. En consecuencia, se forma una
doble capa con grupos ionizables unidos a la superficie y una capa de
contraiones en fase liquida débilmente unidos. Esta primer capa, o capa fija,
interacciona débilmente con la segunda capa mdvil, de carga opuesta y en
contacto con la masa liquida (Figura 2.17). El potencial Z consiste en la
diferencia de potencial a través de esta doble capa (Harvey, 2000). A pesar de
que existen comercialmente dispositivos para medir el potencial Z, sélo es
posible realizarlo sobre particulas en suspension 0 en membranas, y no en

materiales poliméricos de mayor espesor.

Superficie de la
particula ——1

Capa de
deslizamiento
«— (difusa)

Particula
cargada

lones «——

Distancia desde la superficie de la particula

Figura 2.17
Representacién esquemaética de la doble capay del potencial Z de
una particula con carga negativa
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Las particulas coloidales estan sometidas a fuerzas de atraccion y

repulsion, y existe un balance entre dichas fuerzas. EI movimiento Browniano

produce colision entre las particulas y si las fuerzas de atraccion predominan, las

particulas se aglomeran después de la colision. En caso contrario, si las fuerzas

de repulsién predominan las particulas permaneceran separadas. Las fuerzas

de atraccion son las de Van der Waals, en tanto que las fuerzas de repulsion

provienen de la interaccion entre las dobles capas eléctricas que rodean a las

particulas y son las que
definen la estabilidad del
sistema. Tedricamente, un
valor absoluto de potencial Z
> 25 mV (Figura 2.18) es
suficiente para mantener al
sistema estable y evitar la
aglomeracién de las
particulas coloidales (Hunter,
2013).
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Figura 2.18

Representacién esquematica de la zona de
estabilidad para un sistema coloidal
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Materiales

Se utilizé silica nanoparticulada (NS) con diametro de particula de 20 nm
(Sigma Aldrich, N° de producto: 637238) y Fumed Silica (FS) con diametro de
particula primaria de 14 nm (Sigma Aldrich, N° de producto: S5505). Como
mondmero se utilizé Glicidilmetacrilato (GMA) 97,0 % marca Sigma Aldrich. Las
muestras se prepararon en frascos de vidrio de 20 ml de capacidad con cierre
hermético a presion. La extraccion de los NCPs se realizé con Tetrahidrofurano
(THF) 99,9 % marca Merck Millipore. El resto de los reactivos utilizados fueron
de grado analitico, adquiridos por un distribuidor local (MERK, ICN Biomedicals
y ANEDRA). Todos los ensayos se realizaron con agua desionizada vy filtrada

con filtro de 0,22 pm.

2.2.2 Metodologia

Preparacion de NCPs

Los NCPs se prepararon mediante una técnica de polimerizacion por
injerto inducida por radiacion ionizante, utilizando una fuente gamma de ¢°Co. Se
preparé una suspension 50 mg/ml de FS en agua, denominada como “Stock FS”,
que se utilizé como suspensién madre. Previo a su utilizacion, la misma se traté

durante 15 min en un bafio ultrasonico para asegurarse una optima dispersion.

Las muestras se prepararon en viales de vidrio de 20 ml de capacidad
conteniendo el monémero GMA y la cantidad correspondiente de FS, y fueron
desgaseados con N.durante 15 min utilizando un difusor de aire. Luego, se
sellaron herméticamente con una tapa de goma y precinto de aluminio.
Posteriormente las suspensiones se dispersaron con un agitador tipo vértex
(Thermolyne Type 37600) por 30 s y finalmente en un bafio ultrasénico (TESLAB
- TB02) durante 15 min. El volumen final de cada preparacion fue de 15 ml. Las

muestras se irradiaron a temperatura ambiente (TA) en la Planta de Irradiacion
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Semi Industrial del Centro Atémico Ezeiza (PISI — CNEA Ezeiza). Las mismas

recibieron una dosis total de 10 KGy a una tasa de dosis de 1 KGy/h.

Luego de la irradiacion los viales se mantuvieron en reposo durante 1 h.
A coninuacion se reemplazo6 10 ml del sobrenadante acuoso de cada vial por 10
ml de THF. Los viales fueron sellados nuevamente y mantenidos en agitacion
constante en un ROTOLAB durante 12 hs. Luego, los viales se mantuvieron en
reposo nuevamente durante 1 h. La dispersibn de NCPs (sobrenadante) se
fracciono en tubos Eppendorf de 2 ml utilizando una micropipeta p1000, evitando
remover el precipitado. Los NCPs se lavaron con H20 destilada mediante tres
ciclos de centrifugacién/resuspension a 10.000 RPM durante 5 min en una
centrifuga HERMLE Z200a. Entre paso y paso, los NCPs se resuspendieron con
un agitador vortex y finalmente aplicando turbulencia mediante el flujo de una
punta de micropipeta (pl1000). Luego, las suspensiones de NCPs se
concentraron con un equipo SpeedVac (Savant SpeedVac AES2010 -
Centrifugal Evaporator 220) durante aproximadamente 4 h sin calefaccion.
Finalmente, se resuspendieron con H20 en un volumen final de 2 ml, se

traspasaron a un frasco limpio y se almacenaron a TA hasta su utilizacién.

Analisis por Dispersion Dinamica de la Luz

El diametro hidrodinamico promedio de los NCPs se determind por DLS
en un 90 Plus — Particle Size Analizer (Brookhaven Instruments Corporation).
Las mediciones se realizaron a 25 °C sobre muestras diluidas con H20
desionizada y previamente dispersadas en bafio de ultrasonido durante 5 min.
Cada medicion del didmetro de particula fue el promedio de 3 lecturas
consecutivas de 30 s cada una sobre la misma muestra. Para obtener un valor
representativo de cada preparacion, se promediaron 5 mediciones sobre

distintas muestras del mismo batch de irradiacion.
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Andlisis por Espectroscopia de Oclusidn Ionica

El didmetro de particula se midi6 mediante Espectroscopia de Oclusion
I6nica en un qViro marca IZON. Previo a la medicion se realizd una dilucion
1:2000 de los NCPs, utilizando el buffer suministrado por el fabricante. Una
alicuota de 40 ul de cada dilucion se cargd en la camara del qViro conteniendo
una membrana NP200. La apertura de la misma se regul6 en aproximadamente
47 mm. El voltaje utilizado fue de 0.22 V, mientras que la presion aplicada fue de
14 cm de H20. Luego de la medicién, cada muestra de NCPs se calibré con un
patron estandar de 217 nm con una concentracion de 1.0x10*! particulas por ml,
también suministrado por el fabricante. El ensayo se realiz6 por triplicado, con

un recuento de particulas de 500 particulas por ensayo.

Analisis por Espectroscopia FTIR

La presencia del polimero en los NCPs se determind utilizando un equipo
FTIR Shimadzu IRAffinity, equipado con un moédulo Gladi ATR (PIKE
Technologies, INC). Previo a la medicion, los NCPs se concentraron por
centrifugacion y se secaron en estufa a 50 °C hasta peso constante. Los
espectros de absorbancia promediaron 64 barridos con un ancho espectral de
500 a 4000 cm™, y se analizaron mediante el software IR-Solution. Se analizaron
muestras correspondientes a la FS original, al pPGMA y a los NCPs.

Analisis Termogravimétrico

El porcentaje de matriz polimérica en los NCPs se determind por TGA en
un TA Q500 (TA Instruments). Por cada medicion, se utilizaron 30 mg de NCP
previamente concentrados por centrifugacion. Las mediciones se realizaron bajo
una atmosfera de N2y con una curva de calentamiento de 10 °C/min, desde 25
hasta 800 °C. Tanto las curvas de descomposicion como las derivadas de las
mismas se analizaron mediante el software provisto por TA Instruments. Se

estudiaron muestras de pGMA y NCPs.
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Microscopia electrénica de barrido de emision de campo

La estructura y distribucion de los NCPs se determindé mediante FESEM
en un Carl Zeiss supra 40 NTS, perteneciente al centro de Microscopias
Avanzadas de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA). Los NCPs se
diluyeron en H20 y se colocaron gota a gota sobre una cinta de carbono
autoadhesiva adherida al pedestal porta muestras utilizado por el equipo. Luego
las muestras se secaron a 50 °C hasta evaporacion total y finalmente se
analizaron con una energia de haz de 3.0 kV de energia. Se obtuvieron distintas
magnificaciones de acuerdo al didmetro promedio de las particulas y a la
resolucién del microscopio. Se estudiaron muestras correspondientes a la FS

original, al pPGMA, al compuesto FS-x&pGMA y a los NCPs.

Determinacion del Potencial Z

La determinacion del potencial Zeta y de la movilidad electroforética de
los NCPs se realiz6 en un 90 Plus — Particle Size Analizer (Brookhaven
Instruments Corporation). Las mediciones se realizaron a 25 °C, con un angulo
de medida de 90°. Previo a la medicion, las muestras se diluyeron en KCI 103 M
y se dispersaron por ultrasonido durante 5 min. Luego se obtuvieron medidas del

potencial Z a distintos valores de pH mediante la adicién de HCl o KOH 103 M.
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2.3 Resultados y Discusion

El objetivo de este Capitulo plantea la preparacion y caracterizacion de
NCPs del tipo “budin con pasas”, con una base de NPs de FS y un recubrimiento

entrelazado de pGMA.

Para ello se plantea el uso de la radiacion ionizante como iniciadora de la
polimerizacidn en una muestra constituida por una solucion de mondémero
acrilico muy diluido conteniendo ademas NPs de silica en suspension. Se espera
que la hidrofobicidad del monémero disuelto en agua, lo reparta hacia la
superficie de las NPs de manera que, en una alta proporcion, la polimerizacién
ocurra en la cercania de las NPs y de esta manera obtener un material

compuesto.

Como paso previo a la obtencion de los materiales compuestos se
estudiaron las condiciones en donde los reactivos se encuentran mezclados y
suspendidos de manera estable (por lo menos durante el periodo de irradiacion),

dado que el sistema es heterogéneo.

Determinacion de la concentracion de GMA

Los mondémeros acrilicos tienen una baja solubilidad de agua, sin
embargo estas cantidades podrian ser suficientes para el objetivo de este
trabajo. EI GMA tiene una solubilidad en agua de 5 g/L a 20 °C, que corresponde
a una concentracion molar de 140 mM, con lo cual se fij6 en 100 mM la
concentracion maxima a ensayar. La FS se prepardé en suspensiones de 50

mg/ml, ya que se observo una buena dispersién hasta esta concentracion.

De esta manera se seleccionaron seis condiciones de muestras a irradiar
utilizando la suspension de FS 50 mg/ml y concentraciones variables de GMA
correspondientes a 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mMy 100 mM. Las muestras
desgaseadas fueron irradiadas con una dosis adsorbida total de 10 KGy a una

tasa de dosis de 1 kGy/h. Las muestras se prepararon en un volumen final de 15
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ml en frascos de vidrio con cierre hermético para evitar entrada de oxigeno. Los

reactivos se dispersaron con un agitador tipo vortex y bafio ultrasonico.

Las muestras irradiadas, conteniendo concentraciones menores o iguales
a 20 mM de GMA inicial, resultaron en productos del tipo particulado. Por el
contrario, concentraciones mayores de GMA resultaron en productos tipo gel
(Figura 2.19). Estos ultimos fueron descartados. En base a los resultados
obtenidos se selecciond la concentracién inicial de GMA 20 mM para utilizar en

la preparacion de NCPs.

Figura 2.19
Aspecto de las muestras irradiadas conteniendo FS (50mg/ml) y:
Izquierda: (a) GMA 20 mM, (b) GMA 100 mM
Derecha: 100 mM de GMA (foto (b) de perfil)

Determinacion del tipo de SiO: a utilizar

Una vez determinada la concentracion de GMA, se estudio el tipo y la
cantidad de material base para los NCPs. Cabe mencionar que para tal fin se

utilizaron silicatos comerciales, muy bien caracterizados y estandarizados.

Una consideracion de importancia fue la estabilidad de la suspension
hasta su irradiacion. Para que la reaccion sea reproducible, el material base debe
mantenerse completamente en suspension hasta su irradiacién. Por lo general,
sin tener en cuenta el tiempo de traslado, las muestras son irradiadas dentro de
las 72 h desde su preparacion. Por dicho motivo, el material base
nanoparticulado deberia mantenerse en suspensién por un periodo de tiempo

similar.

Inicialmente se estudiaron preparaciones con SiO2 nanoparticulado de 20

nm de diametro de particula, superficie especifica de 590-690 m?/g y densidad
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de 2,2 a 2,6 g/cm3. La suspensiéon acuosa de este material, mas alla de su
tamafio nanométrico, sedimenta en periodo de aproximadamente 24 h en las
condiciones estudiadas. Debido a esto se decidié reemplazar el SiO:2
nanoparticulado por otro material similar, pero que sea capaz de permanecer en
suspension durante mas tiempo. Para ello se utiliz6 Fumed Silica (FS), un tipo
de SiOz nanoparticulado de 14 nm de diametro de particula obtenido a partir del
tratamiento a altas temperaturas del SiCls. Dicho nanomaterial tiene una
superficie especifica de 200 m?/g, aproximadamente tres veces menor que la del
SiO2 nanoparticulado convencional. Sin embargo, este material se mantiene en
suspension por mas de 72 h en estas condiciones de trabajo. En la Figura 2.20
se muestran suspensiones de SiO2 nanoparticulado y de FS a tiempo cero y a

las 72 h de reposo, ambas a una concentracion de 50 mg/ml en agua.

Figura 2.20
Determinacién del tipo de SiO2
Suspensiones en agua (50 mg/ml) de: (a) FS y (b) SiO2 20 nm
Izquierda: Tiempo cero. Derecha: 72 h de sedimentacion.

Preparacion de compuestos FS-x&pGMA

Una vez determinados el tipo de material base y la cantidad monémero
maxima para el recubrimiento, se estudié la cantidad de FS a utilizar en la
preparacién de los NCPs. Con el propésito de evaluar el efecto de la
aglomeracion de las NPs de FS durante la polimerizacion se ensayaron cuatro
preparaciones diferentes, cada una conteniendo una cantidad constante de GMA
(20 mM) vy diferentes concentraciones de FS. La composicion global de las
diferentes condiciones se encuentra en la Tabla 2.2. En la Figura 2.21 se

encuentran las muestras previo a la irradiacion. En la misma se aprecian
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claramente dos aspectos: (i) la completa solubilidad del GMA en agua bajo estas

condiciones, y (ii) el incremento en la concentracion de FS.

Tabla 2.2
Composicién de las muestras para la preparacién de NCPs

Muestra FS (mg/ml) GMA (mg) FS (mgQ) Vol. Final (ml)

FS2 15 43 22,5 15
FS9 6 43 90 15
FS27 18 43 270 15
FS54 36 43 540 15

' = —
. g !
&

Concentracion de Fumed Silica

Figura 2.21
Estado de las muestras previo a lairradiacién
De izquierda a derecha: FS2; FS9; FS27 y FS54

Cabe destacar que las condiciones de reaccion utilizadas para la
preparacion de los NCPs se encuentran dentro de lo que se considera
actualmente segun la literatura internacional como “suaves” y amigables con el
medio ambiente, ya que no se utilizan solventes organicos durante la preparacion
de los mismos (Pace et al, 2011). Esto es sumamente importante ya que no sélo
se disminuyen los riesgos por parte del operador durante la preparacion de las

muestras, sino que también se reduce el impacto ambiental.

Polimerizacion del GMA sobre FS

Una vez preparadas todas las muestras, se procedié a la polimerizacion

del monémero por irradiacion empleando una fuente gamma de 6°Co en la Planta
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de Irradiacion Semi Industrial (PISI) del Centro Atémico Ezeiza. Las muestras
recibieron una dosis de 10 kGy a una velocidad de 1 kGy/h. Estas condiciones
de irradiacidon utilizadas generan suficiente cantidad de radicales libres para
consumir completamente todas las unidades monoméricas (Grasselli et al,
2001).

Un indicativo del proceso de polimerizacion fue la decantacion del material
después de irradiado (Figura 2.22). Este hecho puede deberse al aumento de la
densidad del compuesto polimerizado, principalmente a causa del
entrecruzamiento entre el homopolimero y los compuestos formados entre la FS
y el pGMA, denominados como FS-x&pGMA (Seymour and Carraher, 1995).

Cabe recordar que durante la irradiacion se forma gran cantidad de

homopolimero. A su vez, la

estabilidad de las nuevas
. , > e B
suspensiones  dependera

B 004 15 JI 0 - .

del tamafio y caracteristicas

superficiales de los mismos,

generando asi el fenbmeno
C Figura 2.22

de precipitacion en algunos Compuestos FS-x&pGMA luego de la irradiacion

casos. (Callister, 1995). De izquierda a derecha: FS2, FS9, FS27 y FS54

Extraccion de NCPs

Con motivo de obtener dispersiones coloidales de NCPs, los compuestos
FS-x&pGMA (con homopolimero) obtenidos luego de la irradiacion se purificaron
con THF, un solvente polar ampliamente utilizado como disolvente en la industria

de polimeros (Cancho Rodriguez 2003, Gonzéalez 2008).

El proceso se llevo a cabo sobre los mismos viales que fueron utilizados
para la preparacion de las muestras. Para ello se realizé primero una extraccion
con THF vy luego lavados con H20, mediante tres ciclos de
resuspensién/centrifugacion para eliminar el homopolimero. Posteriormente se

redujo el volumen hasta alcanzar aproximadamente un 25 % del volumen inicial
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para eliminar restos de solvente y se resuspendieron en un volumen final de 2

ml con H20.

Luego de este procedimiento todas las preparaciones resultaron en
suspensiones coloidales de NCPs. En la Figura 2.23 se muestran dos imagenes,
una correspondiente a los NCPs de la condicion FS9 y otra donde se aprecia el

fendmeno de dispersion de la luz laser, denominado efecto Tyndall.

Figura 2.23
Aspecto de los NCPs purificados
(a) NCPs FS9 y (b) Efecto Tyndall sobre NCPs FS9
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Ensayos de caracterizacion

Los NCPs preparados se caracterizaron mediante diversas técnicas,

cuyos resultados se describen a continuacion.

Caracterizacion por Dispersién Dinamica de la Luz

El diametro de particula de los NCPs se determin¢ utilizando DLS. En la
Tabla 2.3 se muestra el diametro promedio de cada muestra. El promedio de las
mediciones tuvo un desvio estandar menor al 10 %, con un maximo del 13 %
para la condicion FS54. Todas las muestras mostraron tamafios entre 60 y 190
nm. Se observa una correlacion inversa entre el tamafio de particula y la
concentracion inicial de FS, siendo la de mayor diametro la correspondiente a la
menor concentracion inicial de FS. Mediante esta técnica se pudo comprobar
tanto la homogeneidad como el tamafio nanométrico de los NCPs.

Tabla 2.3
Tamafio de particula promedio de los NCPs

Didmetro de particula Rango de didmetro de
Muestra FS (mg/ml) )
promedio (hm) los agregados (nm)
FS2 1,5 190 +/- 15 580 — 760
FS9 6 115 +/-7 220 - 270
FS27 18 85 +/- 8 300 - 390
FS54 36 60 +/- 8 220 — 280

Como se menciond anteriormente, se detectd una disminucién en el
diametro de particula de los NCPs a concentraciones mayores de FS inicial. Esto
puede deberse a la agregacién de la FS al momento de la polimerizacion debido
a la atraccion electroestatica de los silanoles superficiales. Por ende, a mayor
cantidad inicial de FS, mayor efecto de aglomeracion. De esta manera, siendo la
concentracion de mondémero constante en todas las condiciones, la proporcion
de recubrimiento polimérico en cada NCP serd menor, resultando asi en mayor

cantidad de particulas pero de menor diametro. Por el contrario, concentraciones
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menores de FS permitirdn al GMA polimerizar entre NPs de FS mas dispersas,

permitiendo la formacion de NCPs de mayor tamafio pero en menor cantidad.

En la Figura 2.24 se encuentran los histogramas correspondientes a las
cuatro condiciones de preparacion. En los mismos se representa la intensidad
de la sefial en funcién del diametro de particula. A pesar de que no se utilizé
ningun tipo de surfactante para mantener estable a los NCPs, en todos los casos
se observlo una distribucion normal, altamente monodispersa y con escasa
formacion de agregados. A priori, la escasa formacion de agregados y la alta
estabilidad de los NCPs seria un indicativo de un alto valor absoluto en el
potencial Z de los NCPs (Hunter, 2013).

a) b)
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Intensidad (-)

r T v T
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Intensidad (-)
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Figura 2.24
Distribucion del tamafio de particula de los NCPs de acuerdo a mediciones por DLS
(a) FS2, (b) FS9, (c) FS27 y (d) FS54
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Caracterizacion por Espectroscopia de Oclusién lénica

Se utilizé un nueva técnica de caracterizacion de nano y microparticulas
denominada Scanning lon Occlusion Spectrocopy (SIOS) para medir el tamafio
de particulas de los NCPs. El equipo gViro permite mediciones de particulas
individuales de alto rendimiento a medida que los coloides y / o analitos
biomoleculares son conducidos de uno a la vez a través de nanoporos. Las
particulas que cruzan el poro se detectan como un cambio transitorio en el flujo
de corriente idnica, el cual se detecta como un bloqueo temporal y cuya amplitud
depende de la magnitud del bloqgueo. Como la magnitud del bloqueo es
proporcional al tamafio de particula, se puede lograr un tamafio de particula
preciso después de la calibracién con un estandar conocido. En el caso de los
NCPs, las pruebas realizadas no generaron resultados confiables ni
reproducibles dado que se registraron una escasa cantidad de bloqueos en la
sefal (Figura 2.25 (a)) posiblemente debido a la obstruccion del poro por
compactacion de NCPs. Por otro lado, como era de esperar las NPs de

calibracion presentaron gran cantidad de bloqueos en la sefial (Figura 2.25 (b)).

Figura 2.25
Captura de los bloqueos producidos por el paso de NPs a través del poro.
(a) NCPs FS9, (b) NPs Estandar de PE (227 nm)

Caracterizacion por Espectroscopia FTIR-ATR

Para comprobar la presencia del pGMA en los NCPs se recurrio a la
técnica FTIR acoplada a un médulo ATR. En base a bibliografia y reportes
previos de otros autores, es de esperar que los espectros correspondientes a los

NCPs presenten sefales correspondientes a los grupos funcionales
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caracteristicos de cada uno de los materiales que los conforman (FS y pGMA).
Sin embargo, solo se detecté pGMA en los NCPs de la condicion FS2 y en menor
medida en la FS9, lo cual fue un indicativo de una cantidad insuficiente de
polimero para ser detectado por este método en las otras dos condiciones de
preparacion (FS27 y FS54), cuyos espectros fueron similares a los de la FS
original (no representados). En la Figura 2.26 se encuentran los espectros
correspondientes a la FS, al homopolimero pGMA y a las muestras FS2 y FS9.
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Figura 2.26
Espectros de FTIR-ATR correspondientes a muestras secas
de: (@) pGMA; (b) FS; (c) NCPs FS9y (d) NCPs FS2

El espectro (a) de la Figura 2.26 present6 una sefial fuerte en 1720 cm?
correspondiente al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) del éster del pGMA.
A su vez se detectaron las sefales correspondientes a las bandas vibracionales
de estiramiento del metilo (CHs) entre 2960 y 2930 cm y de torsién entre 1480
y 1450 cm™. Las bandas vibracionales de torsion en fase del -(CH2)2- de
detectaron en los 750 cm™. También se detectaron las siguientes sefiales
correspondientes a las bandas vibracionales del anillo oxirano: de estiramiento
en 1250 cm? y de deformacién simétrica y asimétrica en 850 y 910 cm™

respectivamente. (Lien-Vien et al, 1991).

El espectro (b) de la Figura 2.26 presento el espectro caracteristico del

SiO2, con dos sefiales bien definidas entre los 1000 y 1250 cm™ y otra entre los
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750 y 920 cm. La primera (entre 1000 y 1100 cm?) corresponde las bandas
vibracionales de estiramiento simétricas y asimétricas del Si-O-Si. La segunda
(entre 830 y 920 cm™t) de menor intensidad, corresponde al estiramiento de los
silanoles (Si-O-H) (Demir et al, 2010).

Las NCPs FS9 y FS2 (Figura 2.26 (c) y (d)) presentaron los picos
caracteristicos de la FS, atribuidos principalmente al SiO2. Sin embargo, pese a
la gran intensidad de estas sefiales, la presencia de matriz polimérica se pudo
detectar en la muestra FS2 a partir de la banda vibracional correspondiente al
grupo carbonilo del pGMA en los 1720 cm™. También se detectaron sefiales de
muy baja intensidad correspondientes al estiramiento y torsion del -CHs- entre
2960 y 2930 cm y 1480 y 1450 cm respectivamente, a la de torsion en fase
del -(CH2)2- en 750 cm™ y a la deformacién simétrica y asimétrica del grupo
epoxido (850 y 910 cm* respectivamente) (Eckert et al, 2000; Omer-Mizrahi et
al, 2007; Demir et al, 2010). Dichas sefiales revelaron no sélo la presencia del
PGMA en los NCPs sino también la disponibilidad de los grupos epoxidos para

posteriores reacciones de acoplamiento nucleofilico.

Mas alla de que se detectaron los grupos funcionales correspondientes a
ambos componentes de los NCPs, y aunque se supone que el pPGMA se une
covalentemente a la FS (Eckert et al, 2000) mediante esta técnica de

caracterizacion no se pudo asegurar si el polimero se encuentra en forma de

injerto o de recubrimiento

sobre las particulas de FS L Lo J'_;/"GM‘{ )
(Figura 2.27) ya que la ' -
seflal correspondiente al
grupo Si-O-CHz- (820 cm) [
en la muestra FS2 se
Figura 2.27

solapa con la del grupo Representacion esquematica de los posibles

L. 1 estados del pGMA sobrela FS
epoxido (850 cm™). Izquierda: Injerto, Derecha: Recubrimiento
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Andlisis Termogravimétrico

La proporcién de matriz polimérica/sustrato inorganico en los NCPs se
determind por TGA. Los ensayos revelaron presencia de materia organica en
todas las muestras, con porcentajes variables entre 1 y 45 % de acuerdo a las
condiciones iniciales de preparacion (Tabla 2.4). Ademas, se determin6 que un
incremento en la cantidad inicial de FS genera un descenso progresivo en las
cantidades de materia organica hasta cerca del 1% P/p de contenido, de manera

proporcional al descenso en el tamafio de particula detectado por DLS.

Tabla 2.4
Porcentaje de matriz polimérica en los NCPs

Muestra FS (mg/ml)  Matriz polimérica (%) 1" TD (°C)

pGMA 0 97,5 190
FS2 15 44 210
FS9 6 17 250

FS27 18 7 290
FS54 36 1 ND

En el grafico (a) de la Figura 2.28 se representa la pérdida de masa de
los NCPs en funcion de la temperatura de degradacion (TD). Cabe destacar que
los graficos se esquematizan partir de los 150 °C con el fin de descartar
variaciones por la presencia de agua adsorbida por los NCPs (Barreto et al,
2003). En todos los casos se observo un aumento en la 18" TD a medida que
disminuye la proporcién de materia organica y aumenta la cantidad de FS en el
NCP. Este aumento en la estabilidad térmica se atribuy6 a la interaccion de la
red polimérica con la FS (Demir et al, 2010), material que puede resistir
temperaturas de hasta 1500 °C sin fundirse. En el caso de los NCPs de la
condicion FS54 no se pudo determinar la 1 TD dada la escasa cantidad de

polimero en el NCP.

En el grafico (b) de la Figura 2.28 se representa la velocidad de
degradacion (derivada de la pérdida de masa) en funcién de la temperatura. A

partir del mismo se observé que el proceso de descomposicidén organica implico
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dos etapas bien definidas. Segun se describe en literatura (Demir et al, 2010), la
primera etapa corresponde a la despolimerizacion del pGMA, mientras que la
segunda se refiere a la descomposicion de los grupos éster del GMA. Por otro
lado, se observé un desplazamiento generalizado en la temperatura de
degradacion hacia temperaturas mayores sobre los NCPs de mayor
concentracion de FS, similar a lo observado en el gréfico (a), y atribuido a la
interaccion de la red polimérica con la FS.
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Figura 2.28
(a) Pérdida de masa vs. Temperatura de los NCPs
(b) Velocidad de descomposicion vs. Temperatura de los NCPs

Microscopia electronica de barrido de emision de campo

Para determinar tanto la morfologia como la estructura de los NCPs se
realizaron estudios por FESEM. En la Figura 2.29 se encuentran micrografias
correspondientes al homopolimero pGMA, a la FS original, a los compuestos sin
purificar y a los NCPs FS9.

Las mayoria de las micrografias representadas en la Figura 2.29
presentaron caracteristicas que a priori eran de esperar: el homopolimero pGMA
con una superficie lisa (Figura 2.29 (a)); las NPs de FS en “paquetes
aglomerados” de hasta 300 nm de diametro de acuerdo a lo que describe el
fabricante (Figura 2.29 (b)); y el hibrido FS9&pGMA sin purificar se observa con

una estructura heterogénea y una superficie lisa (Figura 2.29 (c)). Al analizar las
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micrografias de los NCPs FS9 (Figura 2.29 (d)) se detectdé una distribuciéon
altamente monodispersa aunque en un estado de aglomeracion. Este hecho se
observo en todas las micrografias realizadas y puede atribuirse al proceso de
secado de las muestras durante su ensamble en el porta muestra del FESEM.
Mas alla de esto, se pudo observar a los NCPs con una morfologia irregular del
tipo esférica y una superficie lisa, lo que hace suponer a los mismos como
“‘paquetes de FS” de distintas concentraciones (segun la condicion inicial de

preparacion), recubiertos con pGMA.

200 nm*
—
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Figura 2.29
Micrografias FESEM de muestras secas correspondientes a:
(a) pGMA,; (b) FS original; (c) Compuesto hibrido FS9&pGMA vy (d) NCPs FS9

Si bien no se ha podido capturar gran cantidad de imagenes de NCPs
individuales, el tamafio de particula calculado para los NCPs obtenido por
FESEM se estim6 en el orden de un 20% menor a los resultados obtenidos por
DLS. Esta diferencia puede ser atribuida al hinchamiento por la hidratacion de la
red polimérica (Refojo et al, 1971; Omer-Mizrahi et al, 2007; Mattiasson, 2009).
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Determinacion del Potencial Z

Para estudiar la estabilidad tanto de las dispersiones de FS como de los
NCPs se realizaron determinaciones del potencial Z en todo el rango de pH, de
acuerdo al procedimiento detallado en M&M. Cabe recordar que un valor
absoluto de potencial Z mayor a 25 mV es tedricamente suficiente para mantener
al sistema estable y evitar la aglomeracion de las particulas coloidales que los

conforman (Hunter, 2013).

En la Figura 2.30 se representa la variacion del potencial Z en funcién del
pH de muestras correspondientes a la FS y NCPs FS9. Un dato importante
obtenido a partir de este tipo de ensayos es el valor del pH al cual el material se
encuentra con carga superficial igual a cero (Punto isoeléctrico Pl, 6 pHpie).
Segun datos de bibliografia (Deckman and Dunsmuir, 1982) el pHpie tedrico para
el SiOz es 2,0. Sin embargo, a partir del gréfico (a) de la Figura 2.30 se establecio
un pHpie de la FS alrededor de 3,0 (pHpie/rs~3,0). Por otro lado, se observo que
los valores del potencial Z disminuyeron a medida que el pH aumenta, de
acuerdo a la variacion en la densidad de la carga superficial de los silanoles de
la FS.

La curva del potencial Z correspondiente a los NCPs (Figura 2.30 (b)) fue
mas plana y constante en comparacion con la curva de la FS, indicando una
menor afeccion por parte de la superficie polimérica hacia los cambios de pH.
Dada la naturaleza neutra de la superficie polimérica del pGMA, se esperaba un
potencial Z en torno a 0 mV (entre +5 mV y -5 mV) (Li and Armes, 2010). Sin
embargo, se obtuvieron valores negativos en todo el rango de pH (entre -7 mV'y
-22 mV) con tendencia hacia una meseta para valores de pHs mayores a 8,0.
Esto estaria indicando algun tipo de ionizacién durante la preparacion de los
NCPs. Este potencial Z seria el responsable de favorecer la dispersién de los

NCPs sin el agregado de algun surfactante.
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Figura 2.30
Variacion del potencial Z (mV) vs. pH correspondiente a suspensiones coloidales de:
(a) FS, y (b) NCPs FS9

Relacion FS/pGMA en los NCPs

Una vez determinados el diametro de particula y la proporcion de materia
organica en cada NCP, se intentd establecer una relacion entre la cantidad de
FS, la matriz polimérica y el diametro de particula. Para ello se representé el
diametro de particula en funcién de la relacibn pGMA/FS correspondiente a los
datos obtenidos por TGA (Figura 2.31). Como resultado se detecté un aumento
en el didmetro de particula hacia mayores proporciones de matriz polimérica. Sin
embargo, no fue una correlacion lineal ya que la misma se acerco a una meseta

hacia valores de materia organica mayores al 50 % P/p.

Otro dato que se intentd estimar a partir de los datos de TGA y DLS fue la
cantidad de NPs de FS presentes por cada unidad de NCP. Dicha estimacién se
realizd considerando a los NCPs como esferas de pGMA conteniendo NPs de
FS en su interior, en una estructura del tipo “nicleo-envoltura” segun el modelo
de Zou et al (2008). Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 2.4.
Para realizar la estimacion, primero se calculé el volumen de la esfera
correspondiente a partir del diametro de particula de cada NCP. Luego se calcul6
el volumen total de las NPs de FS dentro de cada NCP. Para ello, se calculo el
% de NPs de FS segun el analisis de TGA. Finalmente se relaciona el volumen
total de las NPs de FS con el volumen correspondiente a una unidad de FS (14

nm).
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Figura 2.31
Diametro de particula (nm) vs. Relacién pGMA/FS en

Tabla 2.4
Cantidad de unidades de FS por cada unidad de NCP

Matriz Diametro de particula  Unidades de FS por
Muestra .
polimérica (%)* (nm)? cada NCP
FS2 44,1 190 +/- 15 1400 +/- 112
FS9 17 115 +/-7 523 +/- 42
FS27 6,8 85 +/-8 247 +/- 20
FS54 1 60 +/- 8 78 +/- 6

! Determinado por TGA. ? Determinado por LDS

De la Tabla 2.4 se puede deducir que la cantidad de NPs de FS calculada
por cada unidad de NCP resulté extremadamente alta, lo cual indicaria que se
podrian estimar a los NCPs no como sistemas “nucleo-envoltura” sino como un

modelo tipo “budin con pasas’.

En base a los resultados obtenidos se propone para los NCPs un modelo
de estructuras nanométricas compuestas por pGMA conteniendo aglomerados
de NPs de FS en su interior, en una conformacion espacial que depende de la
cantidad inicial de FS. En la Figura 2.32 se representa un esquema global para
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la preparacion de NCPs que se ajusta a los resultados experimentales obtenidos.
En el mismo, se diferencian las 3 etapas principales: preparacion, polimerizacion
y obtencion de NCPs. Ademas, se resalta la diferencia de los NCPs preparados

a baja y alta concentracion inicial de FS.

FS + monémero (—)

oA e o P eg
80 = %%%‘ & @ 2 i

/ /V\/\JV\A/\/\/\%
Compuestos Hibridos Alta cantidad Baja cantidad Homopolimero
(FS/pGMA + Homopolimero) inicial de FS inicial de FS
\ Y J
NCPs Coloidales
Figura 2.32

Esquema de la preparacion de los NCPs de acuerdo a los resultados obtenidos
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2.4 Conclusiones parciales

En este Capitulo se detallo la preparacion de NCPs en base a FS y pGMA
mediante una técnica de polimerizacion por injerto inducida por radiacion

ionizante por el método en simultaneo.

Las técnicas de caracterizacion permitieron obtener la siguiente

informacion acerca de los NCPs:

» Se determin6 que los NCPs presentaron una distribucion homogénea con
escasa formacion de agregados. Los didmetro de particula variaron de acuerdo
a la relacion inicial de FS/GMA entre 60 y 190 nm.

» Se confirm6 que los NCPs estan compuestos por una cantidad variable
entre 1y 45 % P/, de materia organica.

» Se comprobo la presencia de pGMA en los NCPs.

» Los NCPs presentan una superficie tipica de polimeros, con una
morfologia esférica y una distribucion altamente monodispersa.

» Los NCPs tienen un potencial de superficie negativo, pero no tan
pronunciado como la FS.
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CAPITULO 3

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE
NANOCOMPUESTOS POLIMERICOS FUNCIONALES

3.1 Introduccidén

La adsorcion de proteinas sobre diferentes superficies es un tema de
estudio en muchas areas de la Biotecnologia moderna y por sobre todo en el
campo de los biomateriales. En general, cuando un material esta en contacto
con una solucion de proteinas, estas se adsorben practicamente a cualquier
superficie, por lo que es fundamental una comprensién adecuada de las fuerzas
motrices y de la cinética involucrada segun la finalidad de dicho proceso. Por
ejemplo, en algunas aplicaciones dentro de los bioprocesos, la inmovilizacion de
proteinas sobre un material es favorecida para enzimas, que son utilizadas como
catalizadores inmovilizados. En otros casos, la adsorcion de proteinas se debe
prevenir para evitar la adherencia de bacterias, de interés en biomateriales para
aplicaciones médicas. Por otro lado, en el ambito de la purificacién de proteinas
se requiere una interaccion definida y reversible entre las biomoléculas y el
material (Welsch et al, 2013).

El estudio del proceso de conjugacion de proteinas sobre NPs
(NP&proteina) ha derivado en una diversidad de nuevas aplicaciones en
medicina, como por ejemplo, en nanomateriales para el diagndstico por
imagenes, en biocatélisis, en el desarrollo de sistemas de liberacion controlada
de drogas, entre otros. Sin embargo, los conjugados NP&proteina no se limitan
solo a aplicaciones bioldgicas, sino que han alcanzado muchos otros campos
como por ejemplo la ciencia de los materiales, con el disefio de nanosensores,
celdas de biocombustible y nuevas herramientas para nanomontaje (Aubin-Tam
et al, 2008).
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Interaccidén de NPs con proteinas

En general, las interacciones de NPs con proteinas pueden clasificarse en
cuatro categorias segun el mecanismo de interaccién: (i) adsorcién
electrostatica, (ii) por interaccion especifica con un ligando unido a la superficie
de la NP, (iii) conjugacion mediante afinidad especifica de la proteina por un
ligando y (iv) mediante una reaccion directa con atomos de la superficie de la NP
(Aubin-Tam et al, 2008). A continuacion se describen brevemente estas cuatro

estrategias:

» Por adsorcion electrostatica: es el método mas utilizado ya que no
requiere una reaccion quimica. Para que la adsorcion se lleve a cabo, las NPs 'y
las cadenas polipeptidicas deben poseer cargas opuestas de modo que se
atraigan mutuamente. La interaccion puede ser modulada por variaciones de pH
o por regulacién de la fuerza idnica del medio. Debido a que es una interaccion
no especifica, las proteinas pueden interactuar con la NP en cualquier

orientacion (Figura 3.1 (a)).

> Por unidon covalente con ligandos de la NP: consiste en la union
covalente entre algun grupo funcional de una proteina y las NPs mediante una
reaccion quimica especifica (Figura 3.1 (b)). Mediante el control de la quimica

superficial es posible obtener NPs con multiples y variados tipos de proteinas.

» Por afinidad especifica de la proteina por un cofactor: esta estrategia
se suele llamar bioetiquetado y se basa en una unién especifica mediante
bioconjugacién (Figura 3.1 (c)). El etiquetado més utilizado es mediante la
incorporacion biotina, la cual permite una unién especifica con la proteina avidina
o estreptavidina. Cabe destacar que si bien esta interaccion es fuerte, no llega a
ser covalente. Esta técnica es ampliamente utilizada ya que se pueden lograr
nexos muy especificos debido a la amplia variedad de compuestos conjugados
con biotina. Otros métodos para unir NPs a una proteina especifica pueden ser

mediante el uso de anticuerpos.
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» Reaccion directa con atomos de la superficie: consiste en la reaccion
directa de un grupo quimico de la proteina (por lo general tioles) con atomos de
la superficie de las NPs (Figura 3.1 (d)). Este tipo de unidn no necesita de un
ligando especifico, por lo que generalmente resulta en conformaciones
especificas de la proteina sobre las NPs. Debido a esto, este tipo de enlaces son
muy utilizados en NPs destinadas a ser utilizadas como biosensores, donde los

procesos de deteccion son sensibles en la escala nanométrica.

+
+
o cwd) =

Figura 3.1
Estrategias de interaccion entre NPs y proteinas
(a) Adsorcibn electrostatica, (b) Unién covalente del ligando a la superficie de la NP,
(c) Conjugacion mediante afinidad especifica, y (d) Enlace directo con la
superficie de la NP.
(Extraido de Aubin-Tam et al, 2008)

Las proteinas también pueden ser unidas quimicamente a los diferentes
tipos de NPs utilizando moléculas bifuncionales. En este caso, las NPs necesitan
ser previamente derivatizadas con grupos funcionales, tales como &acidos

carboxilicos, grupos hidroxilo, sulfhidrilos o aminos, entre otros.
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Inmovilizacién de ligandos de afinidad sobre materiales

epoxidados

Los materiales que contienen grupos epoxi activados permiten desarrollar
protocolos que no requieren reactivos especiales para la inmovilizacion de
moléculas como proteinas, nucleétidos o ligandos de afinidad. Los grupos
epoxido son altamente estables a valores de pH neutros, incluso en condiciones
hamedas. Por lo tanto, estos materiales pueden almacenarse durante largos

periodos de tiempo (Mateo et al, 2000).

La reaccion entre ligandos de afinidad y grupos epdxidos sobre un
material puede representarse de una manera sencilla de acuerdo a la Ecuacion
3.1:

k., k
P+L — P-L—->pP-L (Ec 3.1)

-1

donde P es el ligando de afinidad en solucién, L es la fase estacionaria
conteniendo grupos epoxido, P-L es el enlace ligando en la fase estacionaria, y
P — L es el ligando unido covalentemente a la superficie mediante la reaccion
con los grupos epodxidos. Segun este modelo, cualquier perturbacion en la
mezcla de inmovilizacion que desplace el equilibrio para aumentar la proporcion
de [P-L)/[P] [L], aumentara la concentracién de ligando cerca de los grupos
epoxido a lo largo de la superficie del soporte. Por otro lado, el aumento en la
concentracion de P-L puede resultar en aumentos en las tasas de produccion del
producto P — L (Wheatley et al, 1999).

NCPs como adsorbentes proteicos

En el Capitulo 2 se detalld la preparacion y caracterizacién de NCPs del
tipo “budin con pasas” con una morfologia esférica y una distribucion altamente
monodispersa. Los diametros de particula fueron entre 60 y 190 nm de acuerdo

a las condiciones iniciales de preparacion.
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Como se describio anteriormente, para que un nanomaterial pueda ser
utilizado como adsorbente proteico debe tener una superficie funcional. En
nuestro caso particular una superficie que interactie especifica y
reversiblemente con algun tipo de biomolécula. Los NCPs preparados pueden
modificarse quimicamente mediante reacciones de sustitucion nucleofilica sobre
los grupos epoxidos del pGMA (Kim et al, 1996). Los ligandos a inmovilizar
fueron seleccionados para que los NCPs adquieran caracteristicas quimicas
similares a las de los materiales cromatogréaficos utilizados para la purificacion
de proteinas. De esta manera, bajo condiciones de reaccidon especificas, el
epoxido del pPGMA puede reaccionar con, por ejemplo, sulfito de sodio, proteina
A recombinante y acido iminodiacético (IDA) para obtener NCPs anibnicos o de
afinidad por inmunoglobulinas y proteinas recombinantes con etiqueta de
histidinas respectivamente (Hermanson, 2013). Cabe mencionar que la Proteina
A recombinante utilizada se la denominara en adelante Avimero (Av). Esta es
una proteina recombinante construida genéticamente por la union de dos
dominios B de la proteina A de Staphylococcus Aureus mas una etiqueta de His
y Cys segun se describe en Kangwa et al, 2015. Esta etiqueta permite la
purificacion del Av mediante la cromatografia IMAC y simultineamente dispone
de grupos tioles libres para la inmovilizacion orientada de la proteina (Kikot et al,
2014). A continuacion se detalla tanto la preparacion como la caracterizacion de
los NCPs funcionales (NCPs-X).
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materiales

La modificacion con ligandos de afinidad se realizé sobre los NCPs FS9.
Los reactivos utilizados fueron: Sulfito de sodio (Na2S0s3) 298,0% marca Biopack,
Acido Iminodiacético (IDA) 298,0% marca Sigma-Aldrich, Cloruro de niquel (II)
hexahidratado (NiCl2*6H20) 298,0% marca Merck, y Avimero. Este ultimo fue
donado gentilmente por el Prof. Dr. Marcelo Fernandez Lahore del Laboratorio
de Downstream Bioprocessing de la Universidad Jacobs de Bremen, Alemania.
El resto de los reactivos fueron de grado analitico. Todos los ensayos se

realizaron con agua desionizada y filtrada con filtro de 0,22 pm.

3.2.2 Metodologia

Incorporacion de grupos sulfonicos

NCPs sulfénicos (NCPs-S) se prepararon mediante la reaccién de los
grupos epoéxido del pGMA con sulfito de sodio de acuerdo al protocolo descripto
por Ventura et al, 2008. Para ello, una parte de la suspension de NCPs
purificados y tres partes de una mezcla compuesta por sulfito de
sodio/isopropanol/agua (10/15/75 P/p) se colocaron en viales de vidrio de 20 ml.
Luego se sellaron herméticamente con tapa de goma y precinto metalico, y se
agitaron a 40 °C en un horno eléctrico ORL (modelo SD CAF 404) durante 12 h.
A continuacion, los NCPs-S se fraccionaron en tubos Eppendorf de 2 ml y se
lavaron mediante tres ciclos de centrifugacion/resuspension con 2 ml de H20
destilada a 10.000 RPM durante 5 min en una centrifuga HERMLE Z200a. A
continuacion, los NCPs-S se resuspendieron en 2 ml de acido sulfarico 0,5 My
se agitaron durante 3 h a 40 °C en un bafio termostatico con agitacion orbital
modelo HZ-9613. Luego se lavaron nuevamente mediante tres ciclos de
centrifugacion/resuspension con 2 ml de H20 destilada. Finalmente se
resuspendieron en 2 ml de buffer Fosfato 50 mM pH 7,0. Por ultimo se transvasan
a un vial limpio de 20 ml y se almacenaron a TA (maximo 30 d) hasta su

utilizacion.
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Inmovilizacion de Avimero

NCPs con Avimero inmovilizado (NCPs-Av) se prepararon mediante la
reaccion de los grupos epéxido del pGMA con las cisteinas presentes en la
secuencia terminal del Av segun el protocolo descripto por Hermanson, 2013.
Para ello, los NCPs purificados se fraccionaron en tubos Eppendorf de 2 ml y se
concentraron por centrifugacion a 10.000 RPM durante 5 min. El sobrenadante
se descartd y los NCPs se resuspendieron en 1 ml de DMSO utilizando un
agitador vortex y finalmente aplicando turbulencia mediante el flujo de una punta
de micropipeta pl000. Los tubos se incubaron a TA durante 30 min y se
centrifugaron nuevamente. A continuacion, el sobrenadante se descarto y los
NCPs se resuspendieron en 1 ml de una mezcla compuesta por glicerol 10 %,
TCEP 150 uM y Avimero (2 mg/ml) en buffer PBS (buffer fosfato salino 10 mM,
pH 7,4). Los tubos se mantuvieron en rotacion constante a TA durante 4 h en un
ROTOLAB. Luego se colocaron en la heladera (4 °C) durante 12 h. Finalmente,
los NCPs-Av se lavaron mediante tres ciclos de resuspension/centrifugacion con
2 ml de Tween 20 al 0,05% en buffer PBS y finalmente con 2 ml de buffer PBS.
Por altimo, los NCPs-Av se transvasan a un vial limpio de 20 ml y se almacenaron

a 4 °C (maximo 30 d) hasta su utilizacion.

Incorporacion de acido iminodiacético (IDA)

NCPs con ligando IDA/Ni*? (NCPs-IDA/Ni*?) se prepararon mediante la
reaccion de los grupos epoxido del pGMA con IDA segun adaptaciones de los
protocolos descritos por Ventura et al, 2008 y Carbajal et al, 2009. Para ello,
NCPs purificados se concentraron por centrifugacion a 10.000 RPM durante 5
min y se resuspendieron en 2 ml de una mezcla de IDA 1 M pH 10,0/DMSO (1:1)
utilizando un agitador vértex y finalmente aplicando turbulencia mediante el flujo
de una punta de micropipeta p1000. Las muestras se transvasan a un vial de 20
ml (7 tubos/vial), se sellaron herméticamente y se incubaron a 80 °C durante 12
h en un bafio termostatico con agitacién orbital modelo HZ-9613. Luego de la
reaccion, los NCPs-IDA se fraccionaron en tubos Eppendorf de 2 ml junto con
0,1 ml de 6-mercaptoetanol y se incubaron a 40 °C durante 2 h en un horno
eléctrico ORL modelo SD CAF 404. Los NCPs-IDA se lavaron mediante 5 ciclos
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de centrifugacién/resuspensiéon con 2 ml de H20. Finalmente, se resuspendieron
en 1 ml de NiCl2 0,5 M (sélo cuando los NCPs-IDA se utilizaron para purififcar
proteinas) y se incubaron a TA durante 2 h en un ROTOLAB. Los NCPs-IDA/Ni*?
se lavaron mediante 3 ciclos de centrifugacion/resuspension con 2 ml de H20 y
finalmente se resuspendieron en 2 ml de buffer Fosfato 50 mM pH 7,0. Por ultimo
se transvasan a un vial limpio de 20 ml y se almacenaron a TA (maximo 30 d)

hasta su utilizacion.

Caracterizacion de NCPs funcionales

Los NCPs funcionales (NCPs-X) se caracterizaron mediante las mismas
técnicas que se utilizaron para caracterizar los NCPs, descritas en el Capitulo
2.
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3.3 Resultados y Discusion

El objetivo de este Capitulo plantea la preparacion y caracterizacion de
NCPs-X. Los mismos se prepararon mediante reacciones de sustitucion
nucleofilica entre los grupos epoxidos del pGMA vy diferentes ligandos, tales

como sulfito de sodio, Avimero e IDA/NiClz segun se describen en la Figura 3.2.

S M \/\0 /_\‘c);i/,".___f_‘::é-Hzo
OH OH OH HZO
-

Figura 3.2
Representacion esquematica de la preparacion de NCPs-S, NCPs-Av y NCPs-IDA/Ni*? a
partir de NCPs

Preparacién de NCPs-X

Dado que el aumento en la concentracion de ligando en la mezcla de
reaccion conduce a un aumento en la velocidad de la misma, la preparacion de

los NCPs-X se realizd en condiciones de un gran exceso de ligandos. De esta
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manera el equilibrio de la reaccién se desplaza hacia la formacién de producto.
En la Tabla 3.1 se encuentran las condiciones de reaccion utilizadas para la
preparacion de los diferentes NCPs-X. Como se observa en la tabla las

condiciones para el Av son de baja temperatura para evitar la desnaturalizacién

proteica.
Tabla 3.1
Condiciones de reaccion para la derivatizacion de NCPs
Tipo de Ligando _ . Temperatura Tiempo
_ Medio de reaccion
NCP-X incorporado (°C) (h)
SOsNaz/Isopropanol/H20
NCPs-S SOz 40 12

(10/15/75 % P/¢)

Glicerol 10 %/ TCEP 0,15
NCPs-Av Avimero mM/Avimero 4 16
(2 mg/ml en PBS)

_ _ DMSO/IDA 1 M pH=10
NCPs-IDA/Ni*? IDA/ Ni*? ) 80 12
(L:2viv) - NiCl20,5M

Cabe destacar que los epodxidos u anillos oxiranos son éteres ciclicos
sobre dos carbonos adyacentes con angulos de enlace de 60°, lo cual aporta al
conjunto una gran tension y por lo tanto una elevada reactividad. Esta se libera
al provocar la apertura del anillo, dando lugar a la protonacion del oxigeno del
anillo epoxidico seguida de un ataque nucleofilico de una molécula entrante (Xue
et al, 1986). La inmovilizacion de ligandos de afinidad sobre materiales epoxi
activados suele potenciarse en medios que contengan altas concentraciones de
ciertas sales, como el sulfato de amonio y el fosfato de potasio. Se cree que esta
mejora se produce debido a una interaccion hidréfoba inducida por la sal entre

el ligando y la superficie de la fase estacionaria (Wheatley et al, 1999).

En todos los casos, las reacciones resultaron en suspensiones coloidales
de NCPs-X, de aspecto y color similar a los NCPs sin modificar (Figura 3.2).
Cabe mencionar que, aungque se mantuvo agitacion constante durante el
proceso, se observaron algunos grumos por aglomeracion de NCPs luego de las
reacciones de derivatizacion. Sin embargo, los NCPs-X se redispersaron luego

del proceso de lavado.
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CPs Av

Figura 3.2
NCPs-X derivados de los NCPs FS9
(a) NCPs-S; (b) NCPs-IDA/Ni*?; (c) NCPs-Av

Como se menciond anteriormente, los materiales que contienen grupos
epoxido son capaces de reaccionar con diferentes grupos nucledfilos presentes
en la superficie de una proteina (por ejemplo, grupos amino, hidréxidos o tioles)
para formar enlaces covalentes de mucha estabilidad, tales como enlaces amino
secundarios, enlaces éter o tioéter. En el caso de proteinas que posean tioles
libres (como es el caso del Av que posee Cys en el C-term de la proteina), estos
seran los grupos mas reactivos. De esta manera la funcionalidad del Av no sera
modificada por el proceso de inmovilizacion en los NCPs-Av y su posterior uso

como adsorbentes de inmunoglobulinas.

A pesar de la elevada reactividad de los grupos epoxi, siempre se espera
gue queden grupos remanentes sin reaccionar. Los grupos residuales fueron
hidrolizados para evitar otras reacciones durante el proceso de adsorcién de
proteinas. Para ello, los NCPs-IDA/Ni*? se incubaron con 6-mercaptoetanol,
mientras que los NCPs-S se hidrolizaron por tratamiento con acido sulftrico. En
el caso de los NCPs-Av no se realiz6 ninguna reacciéon adicional para evitar la

desnaturalizacion del Av.
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Caracterizacion de NCPs-X

Analisis del tamafio de particula

El diametro de particula promedio de los NCPs-X se analiz6 mediante
DLS como se describe en el Capitulo anterior. Para obtener un tamafo
representativo de cada modificacibn se promediaron 3 mediciones sobre
muestras correspondientes a diferentes reacciones de derivatizacién. Los
resultados obtenidos se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2
Tamafio de particula promedio de los NCPs-X

Didmetro de particula  Rango de diametro de los

Tipo de NCP-X
(nm) agregados (nm)
NCPs-S 335 +/- 60 1500 - 2500
NCPs-Av 560 +/- 90 2600 - 4500
NCPs-IDA/Ni*? 440 +/- 15 2500 - 4000

Tomando como referencia el diametro de particula promedio de los NCPs
FS9 (115 */- 7 nm), los NCPs-S incrementaron aproximadamente 3 veces su
tamanfo inicial (335 */-60 nm), mientras que para los NCPs-Av (560 */-90 nm) y
los NCPs-IDA/Ni*2 (440 */- 15 nm) el incremento fue de 5 y 4 veces
respectivamente. Los NCPs-Av fueron los de mayor aumento posiblemente por
la incorporacion de un ligando de alto PM (del orden de 14 kDa). Por otro lado,
los agregados de NCPs-X también aumentaron el tamafo, siendo éstos del

orden de 5 a 10 veces el tamafio de la particula primaria.

En la Figura 3.3 se muestran los histogramas correspondientes a las
mediciones por DLS de los NCPs-X. Se puede observar que todas las reacciones
de derivatizacion resultaron en suspensiones con un marcado incremento en el
diametro de particula con respecto al tamafio original. Este fendbmeno puede
deberse a la capacidad del pGMA para generar hidrogeles, por el hinchamiento
en la red polimérica de los NCPs luego de la modificacion quimica con los
ligandos de afinidad (Refojo et al, 1971; Omer-Mizrahi et al, 2007). Cabe
destacar que los hidrogeles poliméricos son materiales reticulados que poseen

la capacidad de adsorber grandes cantidades de agua sin disolverse. Esta
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caracteristica proviene de los grupos funcionales hidrofilicos unidos a la cadena
principal del polimero, mientras que la resistencia a la disolucion surge del
entrecruzamiento entre ramificaciones de la cadena principal (Mattiasson, 2009).
Si bien la sefial correspondiente a los agregados es mas intensa esto no refleja

la proporcion de éstos en la suspension.
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Figura 3.3
Distribucién del tamafio de particula de acuerdo a mediciones por DLS
(a) NCPs-S, (b) NCPs-Av y (c) NCPs-IDA/Ni*?

En desarrollos previos realizados en el Laboratorio de Materiales
Biotecnoldgicos (LaMaBio) se obtuvieron membranas de fibra hueca injertadas
con pGMA y derivatizadas con diferentes densidades de grupos sulfonicos. Los
autores detectaron una relacion inversa entre la tasa de flujo de permeaciény la
capacidad de adsorcion estatica de proteinas, fendmeno atribuido al
hinchamiento del injerto generado por los grupos sulfénicos sobre la red
polimérica del pGMA (Ventura et al, 2008).
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Andlisis por Espectroscopia FTIR-ART

Se utilizé la espectroscopia FTIR con el moédulo ATR para determinar la
incorporacion de los ligandos de afinidad sobre los NCPs (Figura 3.4). En el
gréafico se representa el espectro correspondiente a los NCPs FS2 a fin de hacer
mas notoria la diferencia entre los NCPs y los NCPs-X. La primera observacion
en los espectros de los NCPs-X fue la desaparicion de las sefales
correspondientes al grupo epéxido del pGMA (de estiramiento en 1250 cm™, y
de deformacion simétrica y asimétrica en 850 y 910 cm™ respectivamente), lo

cual fue indicativo de la apertura del anillo oxirano en todas modificaciones

ensayadas.
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Figura 3.4
Espectros de ATR-FTIR correspondientes a muestras secas de:
(a) FS2; (b) NCPs-S; (c) NCPs-Av y (d) NCPs-IDA/Ni*2

No en todos los casos se detectaron los nuevos grupos funcionales
incorporados. En el caso de los NCPs-S (Figura 3.4 (b)), las sefiales de
estiramiento correspondientes al acido sulfénico (R-SO2-OH) en 1150 cm se
solaparon con el pico correspondiente al Si-O-Si de la FS (1080 cm™). Sin
embargo, se detectd una sefial débil en 2380 cm atribuida al estiramiento del
acido sulfénico anhidro (-SOsH). Por otro lado, el espectro de los NCPs-Av
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(Figura 3.4 (c)) presentd una sefial importante en 1650 cm™ correspondiente al
estiramiento del enlace peptidico (O=C-NH), y una banda ancha entre los 3200
y 3500 cm! atribuida al estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos aminos
(N=H): aminas primarias (R-NH2) entre 3350 y 3500 cmy aminas secundarias
(R-NH-R) entre 3200 y 3350 cm™. En este rango de nimero de onda también
suele aparecer un pico ancho correspondiente al estiramiento del hidrégeno del
OH. En el espectro de los NCPs-IDA/Ni*? (Figura 3.4 (d)) se detectaron dos
sefiales de estiramiento bien definidas en 1600 y 1400 cm correspondientes al
carboxilato (CO2), y dos sefiales débiles en 3400y 710 cm atribuidas a la amina
secundaria del IDA (CH2-NH-CH>).

Tanto en los NCPs-Av como en los NCPs-IDA, las sefales en los
espectros fueron suficientes para asegurar la incorporacion de los ligandos de
afinidad. Sin embargo, en los NCPs-S fue necesario realizar estudios

complementarios para confirmar la incorporacion de los grupos sulfonicos.

Analisis Termogravimétrico

La estabilidad térmica de los NCPs-X se determiné mediante TGA. En el
gréfico (a) de la Figura 3.5 se representa la pérdida de masa de los NCPs-X en
funcion de la temperatura. En todos los casos se observé una pérdida de masa
global con respecto a los NCPs FS9. La misma fue de aproximadamente 20, 25,
y 30 % para los NCPs-Av, NCPs-S, y NCPs-IDA/Ni*? respectivamente (Tabla
3.3). Esta disminucion, producto de las reacciones de derivatizacion, podria
tomarse como un pardmetro de referencia acerca de la cantidad de ligando
incorporado sobre los NCPs FS9. De este modo, a mayor pérdida de materia
organica se puede suponer un mayor porcentaje de modificacién. Por ejemplo,
en el caso de los NCPs-Av, que resultaron en el menor porcentaje de pérdida de
masa, se puede suponer una menor incorporacién de ligando debido al
impedimento estérico generado por el ligando de alto PM (Avimero) para
reaccionar con los epoxidos del pGMA.

Por otro lado se observo que la degradacion organica en los NCPs-Av
comenzo a 240 °C, similar a lo ocurrido con los NCPs FS9 (250 °C), indicando
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nuevamente que la cantidad incorporada de Av no afectd significativamente la
estabilidad térmica del nanocompuesto original. En los otros casos, la
degradacion comenzo a temperaturas menores, siendo 190 °C en el caso de los
NCPs-S y 180 °C en los NCPs-IDA.

Taba 3.3
Porcentaje de matriz polimérica en los NCPs-X
Tipo de NCP-X Matriz polimérica (%) 1" TD (°C)
NCPs FS9 16,9 250
NCPs-S 12,4 190
NCPs-Av 13,7 240
NCPs-IDA/Ni*? 11,6 180
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En el gréfico (b) de la Figura 3.5 se representa la velocidad de
degradacion de los NCPs-X (obtenida a partir de la derivada de la pérdida de
masa) en funcién de la temperatura. Al igual que en el grafico (a), en todas las
derivatizaciones se observaron diferentes patrones de degradacion, con mayor
definicion que en los NCPs FS9. En los NCPs-S el mismo fue similar al de los
NCPs FS9 pero con un desplazamiento en la primera zona de degradacion hacia

temperaturas menores (190 °C), indicando una baja en la estabilidad del NCP
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debido a la incorporacion de los grupos sulfénicos (Jiang et al, 1999). En los
NCPs-Av las dos zonas de degradacion se mantuvieron similares a las de los
NCPs FS9, pero con menor intensidad y un leve desplazamiento hacia
temperaturas menores en la primera zona de degradacion, el cual podria estar
relacionado con la pérdida de agua asociada a la proteina incorporada (Barreto
et al, 2003). Los NCPs-IDA/Ni*? presentaron un proceso de degradacion en tres
etapas, similar a los NCPs FS9, pero con el agregado de un pico de degradacién
a aproximadamente 470 °C, atribuida a los enlaces del pGMA con el IDA (Chang
et al, 2005).

Analisis del Potencial Z

Si bien la determinacion del Potencial Z es utilizada comUnmente para
determinar la estabilidad de un sistema coloidal, en este caso se valio de la
misma para detectar un cambio hacia composiciones mas electronegativas en la
superficie de los NCPs-S a causa de la incorporacion de los grupos sulfonicos
(Ventura et al, 2008).

En el grafico de la Figura 3.6 se representan las curvas de potencial Z de
los NCPs FS9 y de los NCPs-S. Como ya se analiz6 en el Capitulo 2, las curvas
correspondientes a los NCPs FS9 fueron planas y constantes, y tuvieron un
potencial Z negativo en todo el rango de pH con variaciones entre -7 mV y -20
mV indicando algun tipo de ionizacién durante la preparacion de los mismos. Por
otro lado, la curva correspondiente a los NCPs-S vari6 entre -15 mV y -25 mV en
todo el rango de pH. Tomando como referencia la zona de pH entre 6.0 y 8.0, los
valores de Potencial Z variaron de aproximadamente -15 mV en los NCPs a -25
mV en los NCPs-S. Este incremento en el valor absoluto del potencial Z no sélo
confirmé la incorporacion de grupos sulfonicos en la matriz polimérica de los
NCPs sino que también confirmo la estabilidad de los NCPs-S como sistemas
coloidales (Hunter, 2013).
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Variacion del potencial Z (mV) vs. pH correspondiente a:
NCPs FS9 (*) y NCPs-S (o)
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3.4 Conclusiones parciales

En este Capitulo se detalla la preparacion de NCPs-X conteniendo sulfito
de sodio, Av e IDA/NICl2, mediante reacciones de sustitucién nucleofilica entre

los grupos epoxidos del pGMA y los diferentes ligandos de afinidad.

Las técnicas de caracterizacion permitieron obtener la siguiente

informacion acerca de los NCPs-X:

» Los didmetros de los NCPs-X se incrementaron por la incorporacion de
los diferentes ligandos especificos.

» Los ligandos de afinidad en los NCPs-X fueron detectados mediante FTIR-
ATR.

» Se corrobor6 la caracteristica de material compuesto por una parte
inorgénica y otra organica.

» Se confirmé la incorporaciéon de cargas negativas en los NCPs-S.
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CAPITULO IV

CAPITULO 4

PROPIEDADES ADSORTIVAS DE NANOCOMPUESTOS
POLIMERICOS FUNCIONALES

4.1 Introduccidn

Actualmente, las proteinas se han incorporado al mercado farmacéutico
como productos terapéuticos. La historia de su desarrollo como productos
industriales se remonta hasta hace mas de medio siglo. El fraccionamiento de
plasma sanguineo fue la primera industria biofarmacéutica a gran escala con una
produccién anual en la escala de 100 toneladas (Buchacher and Iberer 2006;
Kelley 2007).

La principal herramienta de purificacion en esta industria fue la
precipitacion con disolventes organicos, sin embargo esta metodologia esta
siendo reemplazada por procesos basados en la separacion cromatografica. Los
anticuerpos policlonales y otros sueros anti-toxinas extraidos de fuentes
animales son otros ejemplos de productos biofarmacéuticos purificados por una

combinacion de precipitacion vy filtracion.

Durante el periodo 2010-2014 sélo en EE.UU. se aprobaron 54 nuevos
productos bioldgicos entre los que se encuentran 17 anticuerpos monoclonales
(mADbs), 9 hormonas, 8 proteinas relacionadas con la sangre y 6 enzimas (Walsh,
2014). Los biofarmacéuticos actuales son producidos casi exclusivamente
mediante tecnologia de ADN recombinante, siendo la cromatografia adsortiva en
columna la metodologia mas utilizada en la purificacion de este tipo de productos
biofarmacéuticos (Carta and Jungbauer, 2010).

Todos los fendmenos que intervienen en un proceso cromatografico han
sido ampliamente descriptos en el pasado (Schweich, 1981). El principal cuello
de botella que surge de los procesos convencionales de adsorcion de proteinas
en columna es la baja eficiencia de transferencia de masa, consecuencia de la

difusién molecular hacia el interior de los poros de las particulas, especialmente
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en la escala preparativa. Esto es importante para las macromoléculas ya que la

difusién molecular disminuye con el cuadrado del tamafio de la misma.

Con el fin de mejorar la eficiencia en la transferencia de masa, se han
desarrollado nuevos materiales convectivos, como las membranas adsortivas y
las columnas monoliticas. Estos han resuelto en gran medida el problema de la
reducida transferencia de masa de los sistemas empacados (Afeyan et al, 1991;
Svec et al, 1996). La recuperacion y purificacion de proteinas utilizando estos
materiales demostraron tener una productividad mas alta (que depende
directamente de la capacidad e inversamente del tiempo del proceso) en
experimentos a escala laboratorio. Sin embargo, su translacién a aplicaciones
industriales es muy lenta o nula. Si bien estos materiales reducen el tiempo del
proceso, la capacidad adsortiva es menor, lo que se traduce en que la

productividad no sea suficientemente mayor como para reemplazar lo existente.

En los ultimos afios ha crecido considerablemente la utilizacion a pequefia
escala de materiales magnéticos funcionalizados como adsorbentes proteicos
en combinacién con técnicas de separacion magnética (Figura 4.1 (a)). Dado
que las particulas magnéticas pueden funcionalizarse con cualquiera de los
ligandos utilizados en cromatografia (afinidad, pseudoafinidad, intercambio
i6nico, hidrofébico, etc.), la purificacién de proteinas mediada por este tipo de
materiales puede aplicarse en cualquier etapa de un proceso de purificaciéon de
proteinas, incluso pueden utilizarse a partir de extractos crudos de células, suero
o extractos de plantas (Hubbuch et al, 2001). Al utilizarse la atraccion magnética
como método de separacion del material adsorbente, se pueden eliminar las
diversas etapas del pretratamiento de la muestra (especialmente la
centrifugacion, filtraciébn y separacion de membrana) que normalmente son
necesarias para acondicionar un extracto antes de su aplicacién en columnas de

cromatografia de lecho empaquetado.
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Figura 4.1
(a) Kit de perlas magnéticas QIAGEN separadas magnéticamente.
(b) Suspensidn al 5% de perlas magnéticas de agarosa modificadas
con grupos NTA/Ni*?, marca QIAGEN.
Imagenes extraidas de https://www.giagen.com/us

Las separaciones magnéticas son rapidas, suaves, y faciles de
automatizar y su uso se ha expandido tanto en el ambito de bioseparaciones,
secuenciacion, diagnostico y administracion de medicamentos (Elingarami et al,
2011). Sin embargo, a pesar de estas cualidades, hasta el momento se han
publicado pocos intentos de escalar las operaciones magnéticas en
Biotecnologia. La mayoria de las particulas magnéticas comerciales (Figura 4.1
(b)) son de tamafio micrométrico (20-70 um), con capacidades de adsorcion
relativamente bajas, que en la mayoria de los casos no superan los 25 mg de
proteina por gramo de material. Esta es una de las razones de su baja aplicacién

en sistemas de purificacion industrial, acotando su uso sélo a nivel analitico.

El uso de NPs poliméricas (6 de NCPs) en purificacion de proteinas ha
tenido un gran auge en los Ultimos afios debido a que por su tamafio
nanometrico, las capacidades de adsorcion en este tipo de materiales suelen
aumentar por el incremento exponencial de su superficie especifica (Lynch et al,
2008). Adicionalmente los polimeros presentan una gran versatilidad para ser

modificados quimicamente mediante reacciones de derivatizacion.

Sin embargo, al disminuir el didmetro de las particulas adsorbentes
aparecen otros factores a tener en cuenta, como la agregacion y hasta
compactacion de las NPs durante el proceso. Este inconveniente podria

prevenirse utilizando agentes surfactantes durante o luego del proceso de
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sintesis, lo cual estabiliza la superficie de las NPs (Marquez et al, 2017). Sin
embargo, estos surfactantes deberan eliminarse o inactivarse por completo de la

suspensidon de NPs para aplicaciones en la purificacién de proteinas.

En el Capitulo 3 se detall6 la preparacion y caracterizacion de NCPs
funcionales. De esta manera se obtuvieron tres tipos de materiales adsortivos:
NCPs sulfénicos (NCPs-S) para adsorber proteinas de carga neta positiva; con
Avimero inmovilizado (NCPs-Av) para adsorber Inmunoglobulinas; y con grupos
IDA/Ni*?> (NCPs-IDA/Ni*?) capaces de adsorber proteinas recombinantes
etiquetadas con histidinas. A continuacion se describen los resultados obtenidos
de la utilizacion de los NCPs-X como adsorbentes proteicos sobre proteinas
estandar como Lisozima (LYZ), Inmunoglobulina G y una proteina recombinante

verde fluorescente con una etiqueta de histidinas modificada (GFPrCys1).
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Materiales

Como material adsorbente se utilizaron los NCPs-S, NCPs-Av y NCPs-
IDA/Ni*?, cuya preparacion se detallé en el Capitulo 3. Para la comparacién se
utilizé Sulfopropyl-Sepharose (SP-Seph) e IMAC Sepharose 6 Fast Flow (IMAC-
Seph) ambas marca GE Healthcare. Todos los ensayos se realizaron con agua
desionizada vy filtrada con filtro de 0,22 um. Los reactivos utilizados fueron de

grado analitico.

Las proteinas puras utilizadas para los ensayos de adsorcién fueron: (i)
Lisozima (Hansozyme®), en adelante LYZ, donada gentilmente por Christian
Hansen Argentina, (ii) Inmunoglobulina G, de grado farmaceéutico, y (iii)
GFPrCys1 recombinante, expresada y purificada segun se describe en Kikot et
al, 2014.

4.2.2 Metodologia

Procedimiento de adsorcién/desorciéon de proteinas

Los NCPs-X se fraccionaron en tubos Eppendorf de 2 ml y se utilizaron
como material para adsorber/desorber proteinas mediante el siguiente protocolo

de adsorciéon en batch:

I. Equilibrado: Aproximadamente 200 mg de NCPs-X se resuspendieron
en 1 ml de buffer de equilibrado y se agitaron en un ROTOLAB a TA durante 15
min. Finalmente, los NCPs—X se centrifugaron a 10.000 RPM durante 5 min en
una microcentrifuga HERMLE Z200a y se descart6 el sobrenadante. Los buffers
de equilibrado fueron BP1: buffer Fosfato 50 mM pH=7 en el caso de los NCPs-
S; PBS: buffer Fosfato 10 mM pH=7.4, NaCl 137 mM y 2.7 mM KCI en el caso
de los NCPs-Av; y BP2: buffer Fosfato 50 mM pH=7,0 NaCl 20 mM en el caso de
los NCPs-IDA/Ni*2.
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[I. Adsorcion: Los NCPs-X equilibrados se resuspendieron en 1,5 ml de
buffer de adsorcidén (con una determinada concentracion inicial de proteina, Co)
y se agitaron en un ROTOLAB a TA durante 60 min. Luego del proceso de
adsorcion, los NCPs-X&proteina se centrifugaron a 10.000 RPM durante 5 min.
Finalmente se midio la Abzsonm utilizando un espectrometro Nanodrop 1000 para
determinar la concentracion de proteinas en el sobrenadante (C"). Los
coeficientes de extincion molar (€) utilizados para el célculo de la concentracién
de proteinas fueron: (i) LYZ = 2,4 ml/mg; (ii) 1IgG = 1,32 ml/mg; (iii) GFPcys1 =
0,814 ml/mg. Los buffers de adsorcién fueron BP1+ LYZ en el caso de los NCPs-
S; PBS + 1gG en el caso de los NCPs-Av; y BP2 + GFPrCys1 en el caso de los
NCPs-IDA/Ni*2,

[ll. Lavado: Los NCPs-X&proteina se resuspendieron en 1,5 ml de buffer de
lavado y se agitaron en un ROTOLAB a TA durante 5 min. Luego se centrifugaron
a10.000 RPM durante 5 min y se descarto el sobrenadante. El proceso de lavado
se repitid tres veces. Los buffers de lavado fueron los mismos que para el
equilibrado, siendo BP1: buffer Fosfato 50 mM pH=7 en el caso de los NCPs-S;
PBS: buffer Fosfato 10 mM pH=7.4, NaCl 137 mM y 2.7 mM KCI en el caso de
los NCPs-Av; y BP2: buffer Fosfato 50 mM pH=7 NaCl 20 mM en el caso de los
NCPs-IDA/Ni*2,

IV. Elucién: Los NCPs-X&proteina lavados se resuspendieron en 1,5 ml de
buffer de elucion y se agitaron en un ROTOLAB a TA durante 60 min. Luego del
proceso de elucion, los NCPs-X se centrifugaron a 10.000 RPM durante 5
minutos. Finalmente se midio la Abzsonm para determinar la concentracion de
proteinas eluidas (Cs) utilizando un espectrometro Nanodrop 1000. Los buffers
de elucion fueron BP1 + NaCl 1M en el caso de los NCPs-S; BCit: buffer Citrato
10 mM pH= 3,0 en el caso de los NCPs-Av; y BP2 + Imidazol 1M en el caso los
NCPs-IDA/Ni*2,
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Capacidad de adsorcion maxima

La capacidad de adsorcion maxima (Qmax) se calculdé de acuerdo a la
Ecuacion 4.1 como la cantidad total de proteinas adsorbidas en funcién de la
cantidad de NCP-X.

_ (Cp xXV()—=(C*%xVy)

Q max = W (Ec 4.1)

donde Co es la concentracion inicial de proteina en el buffer de adsorcion
(mg/ml), Vo es el volumen inicial de buffer de adsorciéon (ml), C* es la
concentracion de proteinas en el sobrenadante luego del proceso de adsorcion
(mg/ml), y W es el peso seco (g) de los NCPs-X.

Capacidad de adsorcidon especifica maxima

La capacidad de adsorcion especifica maxima (AEM) se calcul6 de
acuerdo a la Ecuacion 4.2 como la cantidad de proteina eluida luego de los
lavados en funcién de la cantidad de NCPs-X.

AEM = (Cf—;v") (Ec 4.2)

donde Cs es la concentracion final de proteina en el buffer de elucion (mg/ml), Vo

es el volumen de buffer de elucion (ml), y W es el peso seco (g) de los NCPs-X.

El peso seco (W) de los NCPs-X se calcul6 al finalizar cada proceso de
purificacion. Para ello, los tubos Eppendorf utilizados en cada ensayo fueron
identificados y tarados previamente en una balanza analitica. Al finalizar el
proceso, los NCPs-X se secaron en estufa a 60 °C hasta peso constante (aprox.
120 min). A continuacién los tubos Eppendorf se dejaron a TA y se pesaron
nuevamente. La diferencia entre el peso final y la tara de los tubos corresponde

al peso seco del material.
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Cinética de adsorcion

Aproximadamente 100 mg de NCPs-X se equilibraron segun el paso 1 del
protocolo de adsorcidon. A continuacion se incubaron en buffer de adsorcion
conteniendo la proteina modelo para cada NCP-X, y se agitaron en un ROTOLAB
a TA durante un tiempo total de 60 min. La concentracion de proteinas en el
sobrenadante se midié con un espectrometro Nanodrop 1000 en intervalos de 5
min durante 15 min, y luego cada 15 min hasta alcanzar los 60 min. En cada
medicion, los NCPs-X se centrifugaron a 10.000 RPM durante 5 min, a
continuacion se resuspendieron y se incubaron nuevamente en el ROTOLAB
hasta la préxima medicion. Finalmente se grafico la relacion de la concentracion
inicial con respecto a la concentracion de cada medicién (C'/Co) en funcién del
tiempo de incubacion mediante un ajuste sigmoidal con el programa ORIGIN
PRO 8 (Ecuacion 4.3).

y=A2+ (A1 —-A2)/(1 + exp((x - xo)dx)) (Ec 4.3)

Isoterma de Langmuir

Aproximadamente 200 mg de NCPs-X se equilibraron segun el paso 1 del
protocolo de adsorcion. Luego se incubaron en buffer de adsorcién conteniendo
distintas concentraciones de proteina modelo (segun el tipo de NCPs-X) y se
agitaron en un ROTOLAB a TA durante 60 min. Luego del proceso de adsorcién,
los NCPs-X&proteina se centrifugaron a 10.000 RPM durante 5 min. Finalmente
se midioé la Abzsonm utilizando un espectrometro Nanodrop 1000 para determinar
la concentracion de proteinas en el sobrenadante (C"). Por otro lado se determiné
la Qmax de acuerdo a la Ec 4.1. Por dltimo se represento la isoterma de adsorcion
(Q* vs C) con un ajuste matematico no lineal segun la ecuacién del Langmuir
(Ecuacion 4.4).

Q= (Qmax x C*)/(Kd + C7) (Ec 4.4)
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4.3 Resultados y discusiones

Con el objetivo de desarrollar nuevos materiales adsorbentes para
aplicarlos a la purificacion de proteinas, se prepararon nanomateriales
poliméricos funcionales del tipo “budin con pasas” descripto en los Capitulos
anteriores. Se obtuvieron NCPs sulfénicos (NCPs-S); con Avimero inmovilizado
(NCPs-Av) y con grupos IDA/Ni*? (NCPs-IDA/Ni*?) con potenciales capacidades
de adsorber diferentes proteinas. En este Capitulo se evallan las caracteristicas
adsortivas de estos NCPs-X utilizando un protocolo de adsorciéon en batch y

condiciones de adsorcion especificas para cada dupla NCP-X/proteina modelo.

Analisis preliminar de adsorcién especifica de proteinas en
NCPs-S

En una primera instancia se utilizaron los cuatro NCPs descriptos en el
Capitulo 2 (FS2, FS9, FS27 y FS54) a los cuales se le realizé la derivatizacion
con grupos sulfénicos, segun se describe en el Capitulo 3. Como proteina
modelo se utilizé la LYZ, que posee un pl = 11.35 y, en las condiciones de
trabajo, se adsorbe por interaccion electrostatica a matrices que contienen
grupos acidos, como el sulfénico. Aproximadamente 200 mg de material se
incubaron con LYZ 12 mg/ml en buffer Fosfato 50 mM pH 7,0. Después de los
lavados con el mismo buffer sin la proteina, se eluyd por incubacién con buffer
Fosfato 50 mM pH 7,0 NaCl 1M.

Se determinaron dos parametros de adsorcién, la capacidad maxima de
adsorcién Qmax, Y la AEM. Esta Gltima corresponde a la adsorcidén especifica y
reversible de la proteina al material. En la Tabla 4.1 se encuentran los resultados
obtenidos junto con los valores del diametro de particula promedio y el porcentaje
de matriz polimérica del NCP. Las capacidades de adsorcion de todos los
materiales aumentaron proporcionalmente tanto con el aumento en el diametro
del NCP como con la proporcion de matriz polimérica. Por este motivo, se

descartd que la adsorcién ocurre por un proceso de adsorcion superficial sobre
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los NCPs. Este comportamiento adsortivo es caracteristico de materiales tipo

hidrogel.
Tabla 4.1
Qmax Y AEM utilizando NCPs FS54, FS27, FS9 y FS2 sulfénicos
NCP Diam. de particula Matriz polimérica Qmax AEM
inicial (nm) inicial (%) (mg LYZ /g NCP-S) (mg LYZ /g NCP-S)

FS 54 60 +/- 8 1 146 +/- 13 30 +/-5

FS 27 85 +/- 8 7 165 +/- 16 78 +/-9

FS9 115 +/- 7 17 455 +/- 33 268 +/- 23
FS2 190 +/- 15 44 666 +/- 15 230 +/- 13

En la Figura 4.1 se muestra como varia la Qmax y AEM en funcién del
diametro de particula original de los NCPs. De dicho grafico se observan
claramente dos aspectos: (i) la Qmax fue mayor a la AEM en todos los casos vy (ii)
la Qmax aumenta con el incremento en el diametro de particula. Los valores de
adsorcion maxima alcanzaron valores de hasta casi cinco veces en el caso de
los FS2 comparado con los FS54. Cabe mencionar que los NCPs de mayor
diametro de particula son los de mayor porcentaje de matriz polimérica, llegando
hasta casi un 45% de materia organica en el caso de los FS2. Por dicha condicién
se observa un aumento de la adsorcion inespecifica, favorecida por su capacidad
de actuar como un hidrogel (Castillo et al, 1985). Por el contrario, la AEM (luego
de los lavados) no fue directamente proporcional al aumento de matriz
polimérica, siendo la condicién FS9 (con un diametro de particula inicial de 115
*/-7 nm y un porcentaje de matriz polimérica de 17 %) la de mayor capacidad de
adsorcion especifica sobre la proteina LYZ. En base a estos resultados se
seleccion6 el material NPC FS9 para continuar con los estudios de las
propiedades adsortivas de los NCPs-X.
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Figura 4.1
Capacidad de adsorcion de LYZ vs diametro de particula inicial.
@) Capacidad de adsorcién especifica maxima (AEM) y (¢) Capacidad de adsorcion
maxima (Qmax)

Estudios de las propiedades adsortivas de NCPs-X

El estudio de las propiedades adsortivas se realizaron en batch. A
diferencia de la cromatografia en columna, la fase estacionaria (material
adsorbente) como la muestra a purificar se disponen en un contenedor y se dejan
interaccionar hasta alcanzar un estado de equilibrio (Skidmore et al, 1990). Para
las etapas de lavado y elucion el material adsorbente debe ser sedimentado para
separar facilmente la fase movil. En estos estudios a escala laboratorio se utilizd
una microcentrifuga para acelerar el proceso. Es importante remarcar que los
NCPs-X poseen una mayor densidad por el contenido de FS, reduciendo el

tiempo de separacion.

Una vez seleccionada la condicion de preparacion FS9, se realizaron las
derivatizaciones detalladas en el Capitulo 3 (NCPs-S, NCPs-Av y NCPs-
IDA/Ni*?). De este modo, utilizando el protocolo descripto en M&M de este
Capitulo y las condiciones de adsorcion detalladas en la Tabla 4.2, se
determinaron tanto la capacidad de adsorcion maxima (Qmax), la isoterma de

Langmuir, la AEM y la cinética de adsorcién para cada uno de los sistemas.
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Tabla 4.2
Buffers utilizados para la adsorciéon/desorcion de los tres sistemas
NCPs-X&proteina target

Tipo de NCPs-X  Equilibrado Adsorcién Lavado Elucién
NCPs-S BP: BP. + LYZ BP: BP1+ NaCl 1M
NCPs-Av PBS PBS + IgG PBS BCit

NCPs-IDA/Ni*? BP- BP, + GFPrCysl BP, BP, + Imidazol 1M

El dato del peso seco (W) de cada NCPs-X, necesario para obtener tanto
la Qmax como la AEM, se calculo al finalizar cada proceso de purificacion. Cabe
destacar que los NCPs-X deshidratados pierden la capacidad de rehidratacion,
quedando los mismos como una capa de film polimérico. Por lo tanto, todos los
materiales utilizados en este tipo de ensayos fueron descartados dado que no
fue viable su reutilizacion para purificar proteinas. No obstante se realizaron
ensayos para determinar el grado de reutilizacion de los mismos (sin desecarlos),
obteniendo resultados reproducibles y sin pérdida de rendimiento significativo en

3 usos consecutivos.

Cabe mencionar que como medida de control en cuanto a efectividad, los
ensayos se realizaron comparando los NCPs-X con una matriz comercial de
similares propiedades adsortivas. Para ello, todos los procesos de adsorcion se
realizaron bajo las mismas condiciones experimentales. En el caso de los NCPs-
S, el material seleccionado fue la Sulfopropyl-Sepharose (SP-Seph). En el caso
de los NCPs-IDA/Ni*? el material utilizado fue la IMAC Sepharose 6 Fast Flow
(IMAC-Seph). Para el caso de los NCPs-Av se realiz6 una comparacioén con
datos de bibliografia.
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Propiedades adsortivas de los NCPs-S

Los NCPs-S fueron utilizados para adsorber/desorber LYZ, una proteina
estandar que se presenta cationica practicamente en todo el rango de pH debido

a su elevado punto isoeléctrico. Para ello se utilizé un buffer a pH 7,0 (BP1).

Se realiz6 un estudio experimental de adsorcion para determinar la
isoterma de adsorcion segun el protocolo descrito en M&M. En este caso, el
ensayo se realizé con una cantidad constante de material adsortivo y distintas
concentraciones de LYZ (4, 6, 10, 14 y 18 mg/ml) en buffer fosfato 50 mM
pH=7,0. Los datos experimentales se ajustaron a la ecuacion de la Isoterma de

Langmuir (Figura 4.2) mediante regresion no-lineal.
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Figura 4.2

Representacion de la Isoterma de Langmuir:
(a) Matriz comercial, SP-Seph y (b) NCPs-S

5,0

Los valores méaximos de adsorcién calculados a partir de las isotermas de
cada material fueron de 470 */- 13 para la matriz comercial SP-Seph, y de 748 */-
7 mg/g para los NCPs-S. Estos ultimos mostraron una excelente capacidad
respecto a la matriz comercial (60% mayor). Otros materiales preparados a partir
de micro-criogeles de poliacrilamida de entre 10 y 80 um de diametro reportaron
capacidades de adsorcion de LYZ de 285 mg/g a 15°C y de 363 mg/g a 35°C
(Ml et al, 2017), mucho menores que los obtenidos en este trabajo para los
NCPs-S.
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En la Figura 4.3 se encuentra una imagen en la que se pueden diferenciar

los NCPs-S durante el proceso de adsorcion. Mientras que los NCPs-S con LYZ

adsorbida (Figura 4.3 (a)) tienden a una
coloracion blanca, los NCPs-S sin LYZ
(Figura 4.3 (b)) mantienen su aspecto

translucido caracteristico.

Otro dato importante que se obtiene

de la isoterma es la constante de disociacion

Figura 4.3

(Kd) de una proteina por cierto ligando Imagen de los NCPs-S:
(8) Con LYZ, (b) Sin LYZ adsorbida

especifico. Cabe destacar que a menor valor

de Kd, mayor es la afinidad hacia el material adsortivo. Los valores calculados a
partir de la Ec 4.4 fueron de 0,037 */- 0,007 mg/g para la matriz comercial SP-
Seph y de 0,138 */- 0,008 mg/g para los NCPs-S. Como ambos materiales
presentan el mismo tipo de ligando (sulfénico), se puede deducir que los NCPs-
S tienen casi cuatro veces menos afinidad por la LYZ que la matriz comercial
SP-Seph. Sin embargo, esta menor afinidad no invalida al material para su uso

en purificacion de proteinas.

Los valores obtenidos para la AEM fueron de 266 */- 7 mg/g en el caso de
los NCPs-S, mientras que para la matriz comercial SP-Seph fue de 358 */- 20
mg/g. En este caso los valores fueron a la inversa de las Qmax, confirmando el

efecto por la Kd mas baja por parte de la SP-Seph.

Por otro lado, se estudi6 la cinética de adsorcion de ambos materiales
(Figura 4.4). Para ello se utilizé aproximadamente 200 mg de material adsortivo
y una solucién de incubacion compuesta por LYZ 10 mg/ml en buffer fosfato 50
mM, pH=7.0. Luego de la incubacion, se determind la cantidad de proteina
remanente en la solucién de incubacion en intervalos hasta alcanzar los 60 min.
Este estudio permite estimar la transferencia de masa a través del material
adsortivo, es decir, la dificultad que presenta la LYZ para atravesar el material y

alcanzar el ligando especifico.
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Cinética de adsorcion
(a) Matriz comercial SP-Seph y (b) NCPs-S

De la Figura 4.4 se observa que el 95% del total de proteinas adsorbidas
se alcanza a los 5 min de incubacion con el material comercial (SP-Seph),
mientras que con los NCPs-S el mismo porcentaje se alcanza aproximadamente
a los 11 min. Si bien se esperaba una cinética mas rapida para las NCPs,
basicamente por su menor didmetro, es posible que la menor afinidad por la

proteina sea la causante de este comportamiento.

Desde el punto de vista experimental, aunque el tiempo de contacto
necesario para la adsorcién fue mayor para el caso de los NCPs-S, este tiempo

se mantiene dentro del rango de los minutos para el proceso adsortivo en batch.
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Propiedades adsortivas de los NCPs-Av

Los NCPs-Av se utilizaron para adsorber/desorber Inmunoglobulina G
(IgG) humana. Cabe destacar que la IgG, con un peso molecular de 150 kDa, es
la inmunoglobulina mas abundante del suero con una concentracién de 600-

1800 mg por cada 100 ml, y constituye el 80 % de las inmunoglobulinas totales.

En una primera instancia se determind la isoterma de adsorcion por el
ajuste de Langmuir de la misma manera que con los NCPs-S (Figura 4.5). El
ensayo de adsorcion se realizé con una cantidad constante de material adsortivo
(aprox. 200 mg de NCPs-Av) y distintas concentraciones de IgG de grado
comercial en buffer PBS. El protocolo de adsorcion fue el descrito en M&M de

este Capitulo.

350
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Figura 4.5
Representacion de la Isoterma de Langmuir para los NCPs-Av

La capacidad de adsorcion maxima (Qmax) determinada para dicho
material fue de 312 */-9 mg/g mientras que la AEM fue de 107 */-6 mg/g. En
cuanto a los valores para la constante de afinidad (Kd) fue de 0,118 */- 0,025
mg/g. Las matrices comerciales como la “rProtein A Sepharose® Fast Flow” de
GE Healthcare, con un diametro de particula promedio de 90 ym, reportan
capacidades de adsorcion de IgG humano en el orden de los 50 mg/g y un valor
de Kd promedio de 0,095 mg/g (Chase et al, 1992). Los NCPs-Av, con un valor
similar de Kd, serian el doble de eficientes que el producto comercial. Esto podria
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deberse al aumento de la efectividad del Av comparado con la Proteina A
recombinante estandar utilizada como ligando en la matriz comercial. Cabe
recordar que el Av corresponde a una proteina sintética formada por solo dos
dominios B de la proteina A de Staphylococcus aureus (Kangwa et al, 2015).

Por otro lado, se determind la cinética de adsorcion para los NCPs-Av
(Figura 4.6). Para dicho ensayo, al igual que con los NCPs-S, se utilizé
aproximadamente 200 mg de material adsortivo y una solucion de incubacién

compuesta por la proteina IgG a una concentracion de 2,5 mg/ml en buffer PBS.

ryi
r’

C*ICo

0’0 M [ . ’l’v i 1

Tiempo (min)

Figura 4.6
Cinética de adsorcién paralos NCPs-Av

Luego de la incubacion, se determiné la cantidad de proteina remanente
en la solucién de incubacion en intervalos hasta alcanzar los 60 min. Del grafico
de la Figura 4.6 se observd que el 95% de la proteina IgG se absorbid
aproximadamente a los 14 min de la incubacion inicial. Comparando con los
NCPs-S, los NCPs-Av requirieron de un 25% mas de tiempo en alcanzar el 95%
de proteinas adsorbidas. Dicha diferencia podria deberse a la mayor
especificidad de interaccion entre ambos materiales. Sin embargo, la misma no
resultd en un aumento significativo en el tiempo de adsorcion por parte de los
NCPs-Av.
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Propiedades adsortivas de los NCPs-IDA/Ni*?

Los NCPs-IDA/Ni*? se utilizaron para adsorber/desorber una variante de
la proteina verde fluorescente recombinante (o GFP, por sus siglas en inglés)
conteniendo una Cys en la etiqueta de His terminal denominada GFPrCys1 (Kikot
et al, 2014).

Cabe mencionar que en una primera instancia se utilizé Cu*? para formar
el complejo con el IDA de los NCPs. Si bien los NCPs-IDA/Cu*? (Figura 4.7) se

mantuvieron estables hasta el momento de la
elucién, luego de realizar los primeros
ensayos se observé una coloracion azul
intensa en el buffer de elucion, indicado algun

tipo de inestabilidad en la formacion del

complejo IDA/Cu*?. Dichos inconvenientes

no se observaron cuando se utilizé Ni*2 como Figura 4.7

Imagen de los NCPs-IDA/Cu*?

ion metalico, siendo los resultados obtenidos previo a su utilizacién

reproducibles.

Al igual que con los otros materiales, en una primera instancia de
determind la isoterma de adsorcion por el ajuste de Langmuir (Figura 4.8). El
ensayo se realiz6 con una cantidad constante de material adsortivo (aprox. 200
mg de NCPs-IDA/Ni*?) y distintas concentraciones de GFPrCys1 en buffer fosfato
50 mM, NaCl 20 mM pH =7.0. El protocolo de adsorcién fue el descrito en M&M.

Los valores de Qmax calculados a partir de las isotermas de cada material
fueron de 46 */- 5 mg/g para la matriz comercial IMAC-Seph, y de 136 */- 16 mg/g
para los NCPs-IDA/Ni*2. Se obtuvo una mejora de casi 3 veces en la Qmax de los
NCPs-IDA/Ni*? respecto del producto comercial. Dicho comportamiento, al igual
que lo sucedido con los NCPs-S, podria deberse al caracter del tipo hidrogel que
presentan los NCPs, generando asi una capacidad para “almacenar” mayor
cantidad de proteina en su red interior. Las Kd fueron de 0,29 */- 0,13 mg/g para
la matriz comercial IMAC- Seph y de 0,14 */- 0,08 mg/g en el caso de los NCPs-
IDA/Ni*?. Considerando el error experimental, ambos materiales presentaron un

Kd similar. Los valores de AEM obtenidos para ambos materiales estuvieron en
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el mismo rango que la Qmax. Mientras que para la matriz comercial IMAC- Seph
la AEM fue de 41 */- 2 mg/g, para los NCPs-IDA/Ni*? fue de 122 */- 4 mg/g.
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Figura 4.8
Representacién de la Isoterma de Langmuir:
(a) Matriz comercial IMAC-Seph y (b) NCPs-IDA/Ni*?
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También se determiné la cinética de adsorcion para ambos materiales
(Figura 4.9). Para ello, al igual que con los otros materiales, se analizo la
cantidad de proteina remanente en solucion luego de la incubacion y se la
expres6 como una fraccion de la cantidad de proteina inicial en funcion del
tiempo de adsorcion. Se utilizé aproximadamente 200 mg de material adsortivo
y una concentracion inicial de 2,5 mg/ml de proteina GFPrCys1 en buffer fosfato
50 mM pH =7.0 NaCl 20 mM.

Se observé que el 95% de las proteinas se adsorbié aproximadamente en
15 min en la IMAC-Seph, mientras que el mismo porcentaje de adsorcion se
alcanz6 a los 14 min en los NCPs-IDA/Ni*2. Dichos resultados concuerdan con
los valores de Kd obtenidos a partir del ajuste de cada isoterma, y dan una idea

de que la velocidad de la adsorcion fue similar para ambos materiales.
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Cinética de adsorcién
(a) Matriz comercial IMAC-Sephy (b) NCPs-IDA/Ni*2

En la Figura 4.10 se puede observar a ambos materiales adsorbidos con
la GFPrCysl luego del proceso de centrifugacion. En todos los casos el
precipitado del material fue mejor para los NCPs-X, que resultaron en una mejor

formacion de pellet debido a su menor tamafio y mayor densidad.

Figura 4.10
Imagen de los materiales durante la
adsorcion de GFPrCys1
(a) NCPs-IDA/Ni*? y (b) IMAC-Seph
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4.4 Conclusiones parciales

En este Capitulo se describié el estudio de las propiedades adsortivas de
los NCPs-X. Para ello se realizé un protocolo en batch con separacion de los
NCPs mediante centrifuga y condiciones de adsorcion especificas para cada

dupla ligando/proteina objetivo.

Los estudios de adsorcion permitieron obtener la siguiente informacion

acerca de los NCPs-X:

» Los NCPs-S fueron capaces de adsorber la proteina LYZ con una Qmax
mayor a 700 mg/g, sin embargo con una menor afinidad que la matriz comercial.
Si bien esta disminucion de la afinidad no invalidé a los NCPs-S para adsorber
LYZ, la AEM se vio disminuida.

» Los NCPs-Av adsorbieron la proteina IgG con una AEM 100% mayor
respecto a lo reportado para una matriz estandar, aunque su afinidad resultd
menor a la esperada.

> Los NCPs-IDA/Ni*? fueron capaces de adsorber la proteina GFPrCys1 con
una Qmax cerca de 3 veces mayor y una afinidad similar a una matriz comercial

estandar.
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CAPITULO V

CAPITULO 5

APLICACION DE NANOCOMPUESTOS POLIMERICOS
FUNCIONALES

5.1 Introduccidén

La purificacion de proteinas involucra a una serie de técnicas que
permiten aislar un sdlo tipo de proteina de una mezcla compleja. Las proteinas
pueden ser obtenidas de tejidos o un cultivo celular, tipicamente bacterias,
levaduras o células de mamifero, donde es expresada de forma natural o
recombinante. Una purificacion de proteinas implica aislarla de la mezcla en base
a diferencias en sus propiedades fisicoquimicas. El grado de purificacion
dependera de su aplicacion final. En general se requiere de un alto grado de
pureza cuando se utiliza con fines de investigacion o terapéuticos; sin embargo
para usos industriales s6lo sera necesario cumplir con los requerimientos de

actividad catalitica.

Cuando se requiere escalar el proceso de purificacion, surge la necesidad
de optimizar el esquema de purificacién para recuperar la mayor cantidad de
proteina funcional con la menor cantidad de contaminantes y en el menor nimero
de pasos posible (Ritchie, 2012).

Esquema de purificacion de una proteina

Al planificar un esquema de purificacion de proteinas es muy importante
tener en claro la finalidad del producto. Tanto la cantidad como la calidad deben
ser suficientes para su aplicacion. Ademas, se debe tener en cuenta la
informacion biofisica de la misma para evitar procesos como la
desnaturalizacion, agregacion, degradacion y/o hidrélisis que afecten su
funcionalidad y estabilidad. Un planeamiento cuidadoso que permita purificar la
proteina tan rapido como sea posible y bajo condiciones controladas maximizara

las chances de realizar una purificacion exitosa (Bonner, 2007).
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Como se detall6 en el Capitulo 1, la mayoria de los procesos de
purificacion de proteinas con materiales adsorbentes micro/macro estructurados
se realizan en columna. Sin embargo, cuando el material adsorbente son
particulas nanoestructuradas se debe recurrir a un método de purificacion en
batch por inconvenientes de compactacion del lecho. Los materiales poliméricos
nanoestructurados son altamente susceptibles a la compactacion debido a la
mayor cantidad de puntos de interaccion entre particulas. Ademas, su
recuperacion elastica suele ser menor mientras menor sea su tamafio de
particula (Nokhodchi et al, 1995).

En el Capitulo 4 se evaluaron las capacidades adsortivas de los NCPs-X
utilizando proteinas puras mediante un protocolo en batch, con separacion por
centrifugacion. En este Capitulo se evaluara la capacidad de dichos materiales
para purificar proteinas a partir de mezclas complejas de proteinas. En el caso
de los NCPs-S se purificard LYZ de clara de huevo, con los NCPs-Av se
purificard 1gG de suero sanguineo, mientras que con los NCPs-IDA/Ni*? se
purificard GFPrCys1 recombinante de un lisado celular de E. coli.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Materiales

Como material adsorbente se utilizaron los NCPs-S, NCPs-Av y NCPs-
IDA/Ni*?, cuya preparacion se detalld6 en el Capitulo 3. Para los ensayos de
purificacion se utilizaron los siguientes extractos crudos de proteinas: (i) clara de
huevo; (ii) suero sanguineo humano; y (iii) lisado celular de un clon de E. coli con
capacidad para expresar GFPrCysl. Para el ensayo de actividad de LYZ se
utilizaron células liofilizadas de Micrococcus lisodeikticus, marca Sigma Aldrich.

Para armar sistemas de dos fases acuosas se utilizo Polietilenglicol (PEG)
600 100%; PEG 1540, solucién al 50% P/p en agua destilada; y PEG 8000,
solucion al 50% P/, en agua destilada, todos marca Merck Millipore. La
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizé
en una cuba electroforética Protean Il, marca BIORAD. Todos los ensayos se
realizaron con agua desionizada y filtrada con filtro de 0,22 um. El resto de los
reactivos utilizados fueron de grado analitico.

5.2.2 Metodologia

Procedimiento de adsorcion

El procedimiento de adsorcion se realizé en batch en cuatro etapas: (i)
equilibrado; (ii) adsorcion; (iii) lavado y (iv) elucién, de acuerdo a lo descrito en
el Capitulo 4. Se utiliz6 aproximadamente 200 mg de NCPs-X y un volumen de
muestra de 1,5 ml. Las proteinas totales fueron determinadas segun el método
de Bradford (Bradford, 1976).

Para preparar la muestra de clara de huevo se utilizé un huevo de gallina
del cual se descarto la yema, y la clara se diluyé 1/5 en buffer Glicina-NaOH 0,1
M pH= 10,0. La muestra se homogeneizé y se incubd ON a 5 °C. Esta solucién
se utilizo para la adsorcion con los NCPs-S. Los lavados se realizaron con buffer
Glicina-NaOH 0,1 M pH=10,0 mientras que para la elucién se utiliz6 buffer
Glicina-NaOH 0,1 M pH=10,0 NaCl 1M.
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La muestra de suero sanguineo se prepar6 a partir de una muestra de
sangre de un donante anénimo, la cual se dej6 a TA durante 5-7 min y luego se
centrifugé a 3000 RPM durante 15 min para separar los coagulos. El suero se
separo a otro tubo de plastico y se lo diluy6 1/10 en buffer PBS. Esta solucion se
utilizé para la adsorcién con los NCPs-Av. Los lavados se realizaron con buffer

PBS mientras que la elucién se realizo en buffer Citrato 10 mM pH = 3,0.

El lisado celular se prepar6 segun se describe en Kikot et al, 2014 a partir
de un cultivo de E. Coli recombinante con capacidad para producir GFPrCys1.
La ruptura celular se llevé a cabo por ultrasonido en buffer Fosfato 50 mM pH=7,0
NaCl 20 mM. Dicha solucién se utilizé para la adsorcién con los NCPs-IDA/Ni*2.
Para los lavados se utiliz6 buffer Fosfato 50 mM pH=7,0 NaCl 20 mM, mientras
que para la elucion se utilizo buffer Fosfato 50 mM pH=7,0 NaCl 20 mM, Imidazol
1M.

Actividad enzimatica de Lisozima

Microorganismos Micrococcus lisodeikticus se suspendieron en buffer
Fosfato 30 mM, pH = 7.0 a una concentracién de 1 mg/ml (suspensién A). Luego
se agregaron 10 pl de solucién de LYZ (muestra) y 190 ul de la suspensién A
en un pocillo de microplaca de 96 wells. A continuacion, se midio la Abago nm cada
1 min durante 5 min totales en un lector de microplaca SPECTROstar marca
BMG LABTECH y se graficdé la variacion de DOago en funcién del tiempo.
Finalmente se calcul6 la cantidad de unidades enzimaticas (UE) por mL de cada
muestra como la cantidad de enzima que en presencia de sustrato y en las
condiciones ya descritas produce una variacién de absorbancia de 0,1 unidades

por minuto (Ec 5.1).

UE/ = 4D.0/ . x1000 (Ec 5.1)
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Actividad especifica

La Actividad Especifica (AE), que relaciona las unidades enzimaticas con
la masa total de proteinas, se calculo de acuerdo a la Ec. 5.2.

Actividad enzimatica

AE = (Ec. 5.2)

Proteinas totales

Donde la AE se expresa en UE/mg, la actividad enzimética en UE/ml y la
cantidad de proteinas totales en mg/ml.

Para el caso particular de la GFPrCysl la actividad enzimatica se
reemplazo por la fluorescencia emitida en 508 nm (en Unidades Relativas, RFU)
medida con un espectrofluorometro Nanodrop 3300, marca THERMO
SCIENTIFIC.

Factor de purificacion

El factor de purificacion (FP), que relaciona la AE de la muestra con
respecto a la AE inicial, se calcul6 de acuerdo a la Ec. 5.3.

__ AE muestrarecuperada

FP = (Ec. 5.3)

AE muestra original

Donde FP es un valor sin unidades que representa la calidad del paso de

purificacion.

Rendimiento

El rendimiento (Y), que relaciona las unidades enzimaticas totales
recuperadas respecto a las unidades enzimaticas totales de la muestra, se

calcul6 de acuerdo a la Ec. 5.4.

Unidades enzimaticas recuperadas

Y% =

x 100 (Ec. 5.4)

Unidades enzimaticas originales
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Sistema de dos fases acuosas

Se estudiaron tres sistemas de dos fases acuosas (ATPS) compuestos
por PEG de diferentes PM (600, 1540, 8000) y buffer Fosfato 3 M pH=7.0. Cada
sistema se prepardé por triplicado en tubos Eppendorf de 2 ml de capacidad. A
continuacion se agrego6 200 ul de extracto crudo de E. coli recombinante, se agit6
a TA en un agitador tipo vortex durante 60 s y finalmente en un ROTO-LAB
durante 15 min. Luego del proceso de particion, las muestras se centrifugaron a
14.000 RPM durante 15 min. La fase superior (FSup) se separ6 de la fase inferior
(FI) y se reservd en un Eppendorf de 1,5 ml de capacidad. La cantidad de la
GFPrCysl se determind en base a las RFU. Las proteinas totales tanto del
extracto crudo como de cada fase se determinaron mediante el método de
Bradford.

Sistema de dos fases acuosas con NCPs-IDA/Ni*?

A cada uno de los sistemas de ATPS se le adiciona una cantidad
aproximada de 200 mg de NCPs-IDA/Ni*? equilibrados previamente en buffer
Fosfato 50 mM, pH=7.0 y 200 pl de extracto crudo de E. coli recombinante. Las
muestras se agitaron a TA en un agitador tipo Vortex durante 60 s y finalmente
en un ROTO-LAB durante 30 min. Luego del proceso de adsorcién/particion, las
muestras se centrifugaron a 14.000 RPM durante 15 min. La FSup se separd y
se reservO en un Eppendorf de 15 ml de capacidad. Los NCPs-
IDA/Ni*?&proteina se extrajeron de la interfase con una micropipeta. Sobre éstos
se realizaron los lavados y la elucion de la misma manera que se detall6 en el
protocolo de adsorcion del Capitulo 4. La cantidad de la GFPrCys1 se determiné
en base a las RFU como se describe previamente. Las proteinas totales del
extracto crudo, de cada fase y de la elucion fueron determinadas mediante el
método de Bradford.

APLICACION DE NANOCOMPUESTOS POLIMERICOS FUNCIONALES



CAPITULO V

Electroforesis desnaturalizante en gel de poli acrilamida

La pureza de las proteinas purificadas se analizd6 mediante electroforesis
SDS-PAGE segun el método de Laemmli (Laemmli, 1970). El gel de corrida
(“Running gel”’) se preparé al 12% mientras que el gel de apilamiento (“Stacking
gel”’) se preparo al 5%. Las condiciones electroforéticas fueron de 120 min a 12
mA/gel. El patron de peso molecular (PPM) se preparo de la siguiente manera:
() LYZ (14.3 kDa) 1 mg/ml; (ii) Ovoalbumina (45 kDa) 1,2 mg/ml; y (iii) BSA (66
kDa) 1 mg/ml. Las muestras sembradas en el gel fueron previamente
estandarizadas a 1 unidad de DO por ml.

La tincion del gel se realiz6 con una solucién de tefiido Coomasie-Blue
R250 0,3% en Metanol: Ac. Acético: Agua (3:1:6) en agitacion con un agitador
orbital Modelo SK-O 330 Pro, marca Dragon Lab a 50 RPM durante 60 min. El
destefiido se realiz6 con una solucion de Metanol: Etanol: Agua (3:1:6) durante
2 h. Este paso se repitid hasta obtener una coloracion adecuada de las bandas

en el gel.

Las muestras con alta fuerza i6nica fueron desaladas mediante
Cromatografia de Exclusiéon Molecular. Para ello se utilizé una columna PD10
conteniendo Sephadex G-25 de GE Healthcare Life Sciences, siguiendo el

protocolo que describe el producto.
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5.3 Resultados y discusién

Los resultados promisorios en cuanto a capacidad adsortiva de los NCPs-
X obtenidos en el Capitulo 4, me llevaron a estudiar el comportamiento de estos
nuevos materiales con muestras complejas. A continuacion se detallan los
resultados obtenidos al utilizar los materiales desarrollados en este Trabajo de

Tesis para purificar proteinas a partir de extractos crudos de proteinas.
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Purificacién de LYZ a partir de clara de huevo con NCPs-S

Como prueba final para estudiar la capacidad de los NCPs-S se purifico
LYZ a partir de la clara de un huevo diluida en buffer Glicina-NaOH 0,1 M pH=
10,0. El procedimiento para la adsorcién/desorcion fue el mismo que el
mencionado en el Capitulo 4. Los lavados se realizaron con el mismo buffer de
dilucién, mientras que la elucion se realiz6 agregando NaCl 1 M a dicho Buffer.
Luego del proceso de elucion se utilizé una columna PD10 para reemplazar el
buffer de elucion por buffer Fosfato 50 mM pH=7 y asi asegurar la estabilidad de

la proteina.

Dado que la LYZ posee un elevado punto isoeléctrico (10,7) y que
practicamente es la Gnica proteina con ese valor de Pl en la clara de huevo, se
decidio utilizar un buffer de adsorcién con pH alcalino. De este modo, la mayoria
de las proteinas tienen una carga neta negativa al momento de la adsorcion y
por lo tanto no interaccionan con la matriz (también de carga neta negativa), lo
que optimiza la capacidad del material adsorbente hacia la LYZ que estara con
carga neta positiva. Los resultados obtenidos se detallan en el cuadro de
purificacion de la Tabla 5.1, donde se muestran como aumenta la AE y FP.
Paralelamente se realiz6 una adsorcion en las mismas condiciones con la matriz

comercial SP-Seph para poder comparar el FPy Y.

Al analizar la Tabla 5.1 se puede observar que el rendimiento con los
NCPs-S fue mayor que el obtenido con la matriz comercial (72% vs 68%),
resultado que concuerda con la mayor Qmax de los NCPs-S. Sin embargo el FP
fue menor que el obtenido con la matriz comercial (18 vs 21), lo que indicaria
una probable adsorcion inespecifica de proteinas dentro del hidrogel de los
NCPs-S.

La AEM para los NCPs-S bajo estas condiciones de purificacion
(directamente de un extracto crudo) fue de 215 mg/g */- 6 mg/g, mientras que
para la matriz comercial SP-Seph fue de 300 mg/g */- 18 mg/g. En ambos casos,
se obtuvo un valor considerablemente menor que al utilizar proteinas puras,

como es de esperar, por la presencia de proteinas contaminantes.
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Tabla 5.1
Cuadro de purificacion de LYZ a partir de clara de huevo con NCPs-S'y
matriz comercial SP-Seph

Proteinas totales Act. enzimatica AE Y
Muestra FP
(mg) (UE/mI) (UE/mg) (%)
Clara de huevo 21,83 2060 141
Eluciéon NCPs-S 0,71 1491 2501 72 18
Elucion SP-Seph 0,89 1397 2934 68 21

Para corroborar la efectividad del proceso adsortivo se realiz6 una
electroforesis SDS-PAGE al 12%. En la Figura 5.1 se puede observar
claramente el proceso de adsorcidn/desorcion de la lisozima (LYZ) respecto del
extracto crudo original (calle 2). Por un lado, en las calles 3y 5, correspondientes
a la post-incubacién con NCPs-S y SP-Seph respectivamente, practicamente no
se detecta la banda correspondiente a la LYZ. Por el contrario, en las calles 4 y
6, correspondientes a los eluidos de NCPs-S y SP-Seph se puede observar la
desorcion de la LYZ (recuadro en rojo) con muy pocas proteinas contaminantes

con respecto a la calle del extracto crudo original (calle 2).

=

Figura 5.1
SDS-PAGE al 12%. Purificacion de Lisozima a partir de clara de huevo utilizando
NCPs-Sy SP-Seph.
Calles: 1: PPM, 2: Clara de huevo, 3: Post incubacién NCPs-S, 4: Elucién NCPs-S, 5: Post
incubacion matriz comercial SP-Seph, 6: Elucién matriz comercial SP-Seph.
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Purificacién de IgG a partir de suero de sangre con NCPs-
Av

Como prueba final para analizar la efectividad de los NCPs-Av se purifico
IgG a partir de suero sanguineo. El suero fue diluido al décimo con buffer PBS y
se realizo6 la adsorcion/desorcion descrita en el Capitulo 4. Los lavados se
realizaron con buffer PBS mientras que la elucién se realizé en buffer Citrato 10
mM pH = 3,0. Luego del proceso de elucion se utilizd una columna PD10 para
reemplazar el buffer de elucidn por buffer PBS y asi asegurar la estabilidad de la

proteina.

En comparacion con la AEM obtenida al adsorber/desorber IgG pura (107
*/-6 mg/g), y al igual que lo sucedido con los NCPs-S, la AEM obtenida utilizando
suero sanguineo se redujo en un 50% aproximadamente hasta alcanzar los 51

*/- 7 mg/g, posiblemente debido a la presencia de proteinas contaminantes.

Cabe mencionar que el cuadro de purificacion correspondiente al proceso
de adsorcion no se pudo realizar por no contar con un método para cuantificar la
actividad de la 1I9gG. Sin embargo, se realiz6 un gel de SDS-PAGE para visualizar
la efectividad del proceso adsortivo (Figura 5.2). Al igual que con los NCPs-S,
en la imagen correspondiente al SDS-PAGE se pudo observar claramente el
proceso de adsorcion/desorcién de la IgG hacia el material adsortivo. Por un
lado, en la calle 3 se detectd la ausencia de la banda correspondiente a la IgG,
indicando la adsorcion hacia el material adsortivo. Mientras tanto, en la calle 4
se observo la desorcion de la proteina (recuadro en rojo), con una pureza similar

a un producto comercial (calle 5).
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Figura 5.2
SDS-PAGE al 12%. Purificacién de IgG a partir de suero sanguineo utilizando NCPs-Av
Calles: 1: PPM, 2: Suero sanguineo, 3: Post incubacion NCPs-Av, 4: Elucion NCPs-Av, 5: 1gG
comercial
Obs: En el PPM no se observa la banda de la LYZ.
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Purificaciéon de GFPrCys1 a partir de un lisado celular de E.
Coli con NCPs-IDA/Ni*?

Como prueba final para analizar la capacidad de los NCPs-IDA/Ni*? se
purific6 GFPrCysl recombinante a partir un extracto crudo de E. coli. La
descripcion del proceso de fermentacion, recuperacion y lisado del cultivo celular

fue previamente publicado por Kikot et al, 2014.

Al igual que con los demas materiales, el procedimiento de adsorcion fue

el mismo que el mencionado en el Capitulo 4, realizando la elucion con Imidazol

1M. En la Figura 5.3 se encuentra una

imagen de los NCPs-IDA/Ni*? luego de la
incubacién con el extracto crudo de E.
coli en la cual se aprecia una coloracion

verde por la presencia de la GFPrCysl1.

En el cuadro de purificacion de la Tabla

5.2 se resumen los parametros del Figura53
Imagen de los NCPs-IDA/Ni*? luego

proceso. Cabe recordar que este ensayo del proceso de adsorciéon con lisado
., L, L celular de E. Coli.
también se realiz0 en comparacion con

la matriz comercial IMAC-Seph.

Tabla 5.2
Cuadro de purificacion de GFPrCys1 a partir de un lisado celular de E. Coli con NCPs-
IDA/Ni*? v matriz comercial IMAC-Seph

Proteinas totales Act. enziméatica AE Y

Muestra (ma) (RFU/MI)  (RFUImMG) (%)
Extracto crudo 12,34 599750 48587
Elucion NCPs-IDA/Ni*? 1,22 583803 480448 10 10
Elucién IMAC-Seph 1,24 638802 516212 10 11

Como se puede observar en el cuadro de purificacion de la Tabla 5.2, el
rendimiento (Y) fue bajo para ambos materiales (aprox. 10%) lo que indicaria
una gran pérdida de proteina no especifica durante los lavados. Sin embargo, la
medida de la fluorescencia del extracto crudo no es muy especifica. También

podria aportar a la fluorescencia otras sustancias fluorescentes e incluso
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proteina hidrolizada. Prueba de ello puede ser que el FP y Y de la matriz

comercial es muy similar.

La AEM para los NCPs-IDA/Ni*? bajo estas condiciones de purificacion
fue de 84 mg/g */- 3 mg/g, mientras que para la matriz comercial IMAC-Seph fue
de 38 mg/g */- 3 mg/g. Aligual que con los NCPs-S, la AEM de los NCPs-IDA/Ni*?
a partir de un extracto crudo de proteinas fue considerablemente menor que al
utilizar proteinas puras, posiblemente debido al efecto de la biomasa y del resto

de las proteinas contaminantes presentes en la solucion de incubacion.

Para corroborar cada paso del proceso adsortivo se realiz6 un SDS-PAGE
(Figura 5.4). Al igual que con los otros materiales, previo a dicho analisis se
desalaron las muestras. A partir de la imagen del gel se observé una alta
concentracion de GFPrCysl en las calles correspondientes a la elucion de
ambos materiales (recuadro en rojo de las calles 4 y 6). Por otro lado, se observo
una diferencia en las calles correspondientes al remanente de proteinas luego
de la adsorcion: la calle 3 (post-incubacién NCPs-IDA/Ni*?) presentd impurezas
con menor intensidad que la calle 5 (post-incubacion IMAC-Seph),

probablemente debido a la mayor Qmax por parte de los NCPs-IDA/Ni*2.

& &

-

Figura 5.4
SDS-PAGE al 12%. Purificacién de GFPrCys1 a partir de un lisado celular de E. Coli
utilizando NCPs-IDA/Ni*2 y IMAC-Seph
Calles: 1: PPM, 2: Lisado E. coli, 3: Post incubacion NCPs-IDA/Ni*2, 4: Elucion NCPs-IDA/Ni*2,
5: Post incubacion IMAC-Seph, 6: Elucion IMAC-Seph

En términos generales, luego de analizar los resultados obtenidos al
purificar GFPrCys1 se pudo concluir que el comportamiento de ambos materiales

fue similar para las condiciones de adsorcion utilizadas en este ensayo.
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Sistemas de dos fases acuosas con NCPs-IDA/Ni*?

Como se detall6 en el Capitulo 1, las Tecnologias Integrativas aplicadas
a la purificacién de proteinas es un concepto de gran interés en el area del DSP
(D’Souza et al, 2013). Existen diferentes posibilidades para reducir el nimero de
pasos de un proceso de purificacion. Uno de estos métodos es el sistema de dos
fases acuosas (ATPS). Estos estan formados por soluciones concentradas de
dos polimeros o un polimero y una sal, que forman un sistema bifasico con un
entorno de extraccibn muy suave, capaz de conservar las propiedades
funcionales de las macromoléculas. Los diferentes componentes de un extracto,
el material particulado (incluyendo desechos celulares) y las sustancias solubles
que incluyen a las proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos y pigmentos
particionan diferencialmente entre las fases. Dicho proceso permite la
purificacion del producto de interés incluso a partir de extractos crudos. A los
efectos de obtener una mayor purificacion, pueden disefiarse procesos
extractivos en varias etapas, o bien incrementar la selectividad del sistema por
unién de ligandos de afinidad a uno de los polimeros constituyente del sistema
(Li et al, 2002).

Con el proposito de mejorar el grado de purificacion de GFPrCysl se
evalué el efecto generado de agregar NCPs-IDA/Ni*? a sistemas de ATPS
formados por PEG/Fostatos. Para ello, se extrajo GFPrCysl utilizando los
sistemas detallados en la Tabla 5.3 con y sin el agregado de NCPs-IDA/Ni*2. Las
proteinas totales de cada fase se determinaron por el método de Bradford,
mientras que la actividad enziméatica se calcul6 en base a las RFUs. Finalmente
se calculé el FP obtenido en cada sistema y se realiz6 un SDS-PAGE para

comprobar la efectividad del ensayo.

En una primera instancia se determind hacia qué fase particionan los
NCPs en cada uno de los sistemas de ATPS detallados en la Tabla 5.3 (sin
extracto crudo de E. coli). Para ello, 200 mg de NCPs-IDA/Ni*? se agregaron a
cada sistema, se mezclaron y separaron las fases. Como se puede observar en
la Figura 5.5 (a), en todos los sistemas de ATPS los NCPs-IDA/Ni*? quedaron
retenidos por completo en la interfase, lo que facilitd su posterior extraccién sin

generar mayores inconvenientes.
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Tabla 5.3
Sistemas de ATPS utilizados para purificar GFPrCys1 a partir de un lisado
celular de E. coli.

Sistema ATPS SISTEMA 1 SISTEMA 2 SISTEMA 3
PEG 600 (100%) PEG 1540 (50%) PEG 8000 (50%)
PEG (g9) 0,8 14 15
Buffer Fosfato 3M, pH 7,0 (g) 0,7 1,8 1,4
Extracto crudo E.coli (ml) 0,2 0,2 0,2
NCPs-IDA/Ni*?(g) 0,2 0,2 0,2

A continuacion se realizé la purificacion de la GFPrCys1 utilizando todos
los componentes detallados en la Tabla 5.3. Se evaluo la diferencia en el FP de
cada sistema con Yy sin el agregado de los NCPs-IDA/Ni*2. El protocolo de
extraccion en ATPS fue igual que el proceso de adsorcién realizado previamente.
En la Figura 5.5 (b) se observa a simple vista que la GFPrCysl particiono
mayoritariamente hacia la FSup en los sistemas sin NCPs-IDA/Ni*2. Cuando se
agregan los NCPs-IDA/Ni*? estos capturan la proteinay la retienen en la interfase
de cada sistema (Figura 5.5 (c)). Finalmente se extrajo la FSup, se recuperaron
los NCPs y se continud con el protocolo habitual hasta la elucion de la GFPrCys1

de estos ultimos.

Figura 5.5
Imagenes de los sistemas de ATPS con/sin NCPs-IDA/Ni*?
(a): ATPS con NCPs-IDA/Ni*2, (b): ATPS con extracto crudo de E. Coli (GFPrCys1
particiona en la FSup), (c): ATPS con NCPs-IDA/Ni*2&GFPrCys1
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Tabla 5.4
Cuadro de purificacion de GFPrCys1 a partir de un lisado celular de E. coli utilizando
ATPS con y sin agregado de NCPs-IDA/Ni*?

Muestra Sistema Proteinas Totales Act. enziméatica AE Y Fp
ATPS (mg) (RFU/mI) (RFU/mg) (%)

Extracto crudo 1,65 433407 48587
1 0,43 174695 404387 67 8
Sin 2 0,38 68892 180392 42 4

_ i+2
NCPs-IDA/Ni 3 0,34 29523 86074 17 2
1 1,25 264807 883004 76 18

Elucion

_ 2 1,32 296728 502048 80 10

NCPs-IDA/Ni*?
3 1,43 500212 749381 87 15

Al analizar los resultados de la Tabla 5.4 se observa que para los sistemas
sin NCPs, el sistema N°1 fue el de mayor FP (FP=8). Este es un valor de FP
tipico de estos sistemas, donde mayormente se reduce la concentracion de

proteinas contaminantes (Li et al, 2002).

Otro aspecto observado de la Tabla 5.4 fue que el FP aumentd en todos
los sistemas de ATPS suplementados con NCPs-IDA/Ni*2. En este sentido, el
sistema N°1 fue nuevamente el de mayor FP, siendo 10 veces mayor que el
sistema sin NCPs. Sin embargo, el sistema N°3 fue el que presentd la mayor
diferencia luego del agregado de los NCPs, alcanzando una variacion en el FP

de 13 veces.

Finalmente, la pureza de las muestras se verific6 mediante un SDS-PAGE
(Figura 5.6). En el mismo se pueden comparar las eluciones correspondientes
a los 3 sistemas de ATPS con NCPs, la elucion de una adsorcion utilizando solo
NCPs-IDA/Ni*? y la elucién de una columna conteniendo la matriz comercial
IMAC-Seph. Se detecté una menor presencia de proteinas contaminantes en las
calles correspondientes a los sistemas de ATPS con NCPs (calles 3, 4y 5) en
comparacion con la elucién directa de NCPs-IDA/Ni*?(calle 6), lo cual reflej6 el
mayor FP obtenido al utilizar el sistema integrado de purificacion. Analizando en
detalle las eluciones de los tres sistemas, la correspondiente al sistema N°1

(calle 3) presentd un menor contenido de proteinas contaminantes, confirmando
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el FP mas alto de los tres sistemas (Tabla 5.4) y presentando un aspecto similar
a la purificacion en columna con la matriz comercial IMAC-Seph (calle 7). Cabe
destacar que en una purificacion en columna habitualmente se realizan eluciones
con concentraciones escalonadas de Imidazol (por ejemplo, tres eluciones con
10 mM, 100 mM y 1M de Imidazol en buffer Fosfato 50 mM pH=7,0 NaCl 20 mM
sucesivamente) de manera que en las primeras eluciones se eliminen proteinas
contaminantes y que la elucién final esté mas concentrada en la proteina de
interés. De esta manera, es de esperar un mayor FP en procesos en columna

respecto a los en batch.

Figura 5.6
SDS-PAGE al 12%. Purificacién de GFPrCys1 mediante sistemas de ATPS con NCPs-IDA/Ni*?
Calles: 1: PPM, 2: Ext. Crudo E. coli, 3: Elucion Sistema 1, 4: Elucion Sistema 2, 5: Elucion Sistema
3, 6: Elucion GFPrCys1 con NCPs-IDA/Ni*? directa, 7: GFPrCys1 purificada con IMAC-Seph en
columna.

Estos resultados demostraron no sélo la eficacia de integrar dos métodos
distintos de purificacion en simultdneo, si no que se pueden obtener resultados

similares a un proceso de purificacién en columna.
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5.4 Conclusiones parciales

En este Capitulo se detallé la capacidad de los NCPs-X para purificar
proteinas a partir de extractos complejos de proteinas utilizando un sistema de

adsorcion/desorcion en batch.

Los ensayos de purificacion permitieron obtener la siguiente informacion

acerca de los NCPs-X:

» Los NCPs-S fueron capaces de adsorber la proteina LYZ directamente de
la clara de huevo de manera similar a un material adsortivo comercial.

» Los NCPs-Av purificaron la proteina IgG del suero sanguineo con un nivel
de pureza similar a muestras comerciales.

> Los NCPs-IDA/Ni*? fueron capaces de purificar la proteina GFPrCys1
recombinante a partir de un extracto crudo de E. coli con niveles de pureza y
recuperacion similares a los obtenidos con un material adsortivo comercial
equivalente.

> La adicion de NCPs-IDA/Ni*? a un sistema convencional de ATPS
aument6 considerablemente el FP en los tres sistemas estudiados, siendo uno

de ellos de 13 veces mayor que el mismo sistema sin NCPs.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Conclusiones generales del Trabajo de Tesis

En el presente Trabajo de Tesis se plantedé la preparacion y
caracterizacion de nuevos nanocompuestos poliméricos (NCPs) funcionales con

capacidad para purificar distintos tipos de proteinas.

En el Capitulo 1 se realiz6 una breve introduccién a la Nanotecnologia
asi como también se resumieron los actuales objetivos y las perspectivas a futuro

en el &mbito del Downstream Processing.

En el Capitulo 2 se detallo la preparacion de NCPs en base a FS y pGMA
mediante una técnica de polimerizacion por injerto inducida por radiacion
ionizante utilizando un método de irradiacion simultaneo. En una primera
instancia se determinaron las condiciones Optimas para la preparacion de cuatro
tipos de NCPs. Posteriormente, utilizando diferentes técnicas de caracterizacion
de materiales se demostr6 que los NCPs son unidades nanométricas
compuestas por pGMA (entre 1 % y 45 % de acuerdo a su preparacion)
conteniendo aglomerados de NPs de FS en su interior, en una estructura del tipo

“budin con pasas”.

En el Capitulo 3 se detall6 la preparacién y caracterizacion de NCPs
funcionales conteniendo ligandos sulfénicos, Avimero (Proteina A simil) y el
complejo IDA/Ni*2. Las técnicas de caracterizacion permitieron comprobar la

incorporacion de los ligandos de afinidad en los NCPs.

En el Capitulo 4 se detall6 el estudio de las propiedades adsortivas de
los NCPs funcionales utilizando proteinas modelo como la Lisozima,
Inmunoglobulina G y una proteina recombinante con una etiqueta de His

(GFPrCysl). En todos los casos los NCPs mostraron capacidades adsortivas
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superiores a matrices cromatograficas estandar en similares condiciones de

trabajo.

En el Capitulo 5 se estudié la capacidad de los NCPs funcionales para
purificar proteinas a partir de extractos complejos de proteinas, como la clara de
huevo, el suero sanguineo o el lisado de bacterias recombinantes, utilizando un
protocolo de adsorcién/desorcion en batch. Se analizaron los factores de
purificacion y rendimiento de los procesos. En todos los casos los pardmetros
estudiados fueron iguales o mejores a los obtenidos con las matrices

comerciales.

Finalmente se analiz6 el uso de NCPs-IDA/Ni*? para generar un sistema
integrado de purificacion en un sistema dos fases acuosas del tipo PEG/Fosfato.
Se analizo6 la purificacion de GFPrCys1 de un lisado de E. coli en estos sistema
de dos fases. Se lograron mejoras en el Factor de Purificacién de 6 a 13 veces
mayores luego del agregado de los NCPs, alcanzando un valor maximo de 18
para el sistema N° 1. Mediante SDS-PAGE se comprobéd que dichos resultados
fueron similares a los que se obtienen purificando la muestra por cromatografia

en columna.

Se avizora que los NCPs se pueden aplicar al desarrollo de métodos
rapidos de purificacion en batch de proteinas a escala laboratorio, o escalarlos

en sistemas de dos fases acuosas.

En conclusion, se obtuvieron materiales compuestos nanoestructurados y
funcionales en base a FS y pGMA mediante una técnica de polimerizacion por
injerto radioinducida y modificados con diferentes ligandos de afinidad. Estos
materiales nanoestructurados fueron capaces de purificar proteinas
directamente de extractos crudos, con capacidades adsortivas similares a los
materiales cromatograficos comerciales. Este trabajo sienta las bases para el
desarrollo de nuevos sistemas de purificacion en batch integrados y escalables
en base a NCPs. Estos nuevos sistemas pueden potencialmente reemplazar los
sistemas cromatograficos en columna, sin resignar pureza y rendimiento en la

obtencion de un bioproducto.

CONCLUSIONES
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