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Resumen:

La produccién recombinante de biomateriales autoensamblantes permite desarrollar dispositivos
nanoestructurados para multiples aplicaciones en biomedicina como la administracién de farmacos o
la regeneracion de tejidos. En especial, los recombindmeros tipo elastina, ELRs, anfifilicos con disenio
multibloque han sido estudiados para todas estas aplicaciones. El objetivo de este Trabajo de Fin de
Grado es combinar contenidos fisico-quimicos para estudiar las nanoestructuras de autoensamblado
que se forman al mezclar dos polipeptidos anfinifilicos de cargas opuestas y busar posibles mejoras
para su futuro uso en nanociencia. Se han elegido dos ELRs dibloques que tienen caracteristicas
muy similares y estan cargados eléctricamente con signos contrarios, unos de ellos contiene acido
glutamicos (E50lg0) y el otro contiene lisinas (Ky8l60). En este estudio lo que interesa es ver las
interacciones fisicas que puede haber entre ambos polimeros una vez estén mezclados en disolucion a
distintas proporciones de carga y ver cémo afecta eso a las nanoestructuras originadas tras el proceso
de autoensamblado. Para ello, se prepararon muestras a distinta proporciéon de cada polimero y se
estudiaron las caracteristicas del proceso de autoensamblado y las nanoparticulas formadas. Las
técnicas predominantes en este trabajo han sido la Calorimetria Diferencial de Barrido (con siglas
DSC en inglés) y la Dispersién Dindmica de la Luz (con siglesDLS en inglés) a través de las cuales
se ha obtenido informacién critica sobre la temperatura de transicion inversa y el tamano de las
estructuras, aunque también se han realizado medidas complementarias mediante turbidimetria
y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para caracterizar los polimeros
puros por separado. La ventaja de conseguir cambios en las estructuras autoensambladas mediante
interacciones fisicas asi como en el tamano o en la temperatura de transicion de las muestras es
que, para futuras aplicaciones se pueden conseguir grandes mejoras a la hora de crear capsulas de
farmacos de mayor tamano, modelar los materiales de tal forma que se consiga el cambio de fase a
una temperatura especifica, etc. Basicamente, es un parametro a controlar que se suma a la hora
de preparar un material recombinante con unas caracteristicas determinadas deseadas.



Abstract:

Recombinant production of self-assembling biomaterials makes it possible to develop nanostruc-
tured devices for multiple applications in biomedicine, such as medicine administration or tissue
regeneration. In particular, the elastin-type recombinamers, ELRs, amphiphilic with multiblock
design have been studied for all of these applications. The objective of this Final Degree Project is
to combine physical-chemical contents to study the self-assembly nanostructures that are formed
by mixing two amphiphilic polypeptides of opposite charges and to look for possible improvements
for their future use in nanoscience. Two diblock ELRs that have very similar characteristics and
are electrically charged with opposite signs have been chosen, one of them contains glutamic acid
(Es0l60) and the other contains lysines (K4glgo). In this study, we are going to see the physical
interactions that may exist between both polymers once they are mixed at different proportions
and to see how this affects the nanostructures that originate after the self-assembly process. For
this, the samples were prepared at a different proportion of each polymer and the characteristics of
the self-assembly process and the nanoparticles formed were studied. The predominant techniques
in this work have been Differential Scanning Calorimetry (DSC') and Dynamic Dispersion of Light
(DLS) through which it has been obtained critical information about the reverse transition tempe-
rature and the size of the structures, although complementary measurements have also been made
using turbidimetry and Fourier Transform infrared spectroscopy (FTIR) to characterize the pure
polymers separately. The advantage of achieving changes in the self-assembled structures through
physical interactions as well as in the size or transition temperature of the samples is that, for futu-
re applications, great improvements can be achieved when creating larger drug capsules, modeling
materials in such a way that phase change is achieved at a specific temperature, etc. Basically, it
could be a parameter to control which is added on time of preparing a recombinant material with
certain desired characteristics.






1. Introduccion

Este ensayo tiene como principal objetivo estudiar el proceso de autoensamblado en nanoes-
tructuras de polipéptidos anfifilicos en bloque.
Los polipéptidos sometidos a este estudio son dos dibloques anfifilicos, caracterizados por tener en
comun la parte hidrofébica y una diferente parte hidrofilica, por un lado tenemos el Fsglgg, que
contiene dcido glutdmico (carga negativa) y por el otro lado tenemos Kyglgo conteniendo lisina
(carga positiva).
Se estudiard cémo la interaccién fisica de estos dos dibloques anfifilicos, con capacidad indepen-
diente de autoensamblado, es capaz de hacer surgir sinergias entre ambas cuando se autoensamblan
el uno en presencia del otro. Se estudiaran las nanoestructuras a las que dan lugar y se compararan
con las que forman individualmente, previamente estudiadas.

En este trabajo se introducird de forma teérica las caracteristicas y propiedades de este tipo de ma-
teriales, el desarrollo de esta nueva ciencia y sus posibles aplicaciones. Posteriormente se plantearan
el método y las técnicas experimentales que se han seguido durante la experiencia y finalmente se
mostraran todos los resultados obtenidos con sus conclusiones finales.

1.1. La ciencia de la Nanotecnologia y los biomateriales

La Nanotecnologia consiste en un campo multidisciplinar que comprende areas como biologia,
quimica, fisica, ciencia de materiales, etc. Los avances en el mundo de la nanomedicina han per-
mitido durante estos tltimos anos el desarrollo de multitud de dispositivos biométricos aplicados
a la administracion y transporte de farmacos, en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Asi
mismo, se han desarrollado portadores de firmacos biomacromoleculares para su administracién
controlada que ademas, pueden mejorar las propiedades farmacocinéticas de una gran variedad de
medicamentos con baja solubilidad o importantes efectos secundarios, o suministrar acidos nucléicos
que por si mismos son incapaces de atravesar membranas celulares. Dirigiéndolos asi de forma se-
lectiva al tejido danado. [I][2][3]

Dentro del gran abanico de posibles materiales para encapsular y dosificar farmacos cabe des-
tacar los polimeros con capacidad para formar nanoparticulas estables en solucién.

Las nanoparticulas poliméricas se inventaron en la década de 1970 para superar las limitaciones
asociadas con los liposomas ya que se considera que son maés estables y ofrecen propiedades de libe-
racion mas controladas. Este tipo de nanoparticulas pueden dividirse en dos categorias: nanoesferas
y nanocépsulas [5]. Las nanoesferas son sistemas matriciales esféricos, que tienen el agente activo
disperso en una matriz polimérica de manera homogénea, mientras que las nanocapsulas son siste-
mas vesiculares que rodean el agente dentro de una cavidad rodeada por una cubierta polimérica,
que controla su liberaciéon dependiendo de su naturaleza. Estas diferencias hacen que ambos tipos
de nanoparticulas tengan distintas propiedades en cuanto a la forma de liberar su contenido [4].
Entre estos tipos de polimeros destacan los que son biodegradables como el acido prolilactico
(PLA) o el 4cido poliglicélico (PGA). Ademas, las micelas de origen sintético suelen estar formadas
por polimeros anfifilicos autoensamblables de origen sintético. Uno de los ejemplos més importantes
de este tipo son las formadas con polietileno glicol (PEG)[25]. Sin embargo, las estructuras deriva-
das del PEG o los productos secundarios formados durante su sintesis pueden conducir a ciertos
efectos secundarios como la hipersensibilidad [26]. Pero el uso de estos polimeros traen algunas
desventajas como su baja solubilidad, alto ratio de degradacién, baja estabilidad térmica o la falta
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Figura 1: Nanoestructuras posibles para nanoparticulas protéicas.

de monodispersidad .
En cuanto a los materiales poliméricos, podemos dividirlos en polimeros sintéticos y naturales.

Los materiales sintéticos ofrecen una capacidad de sintonizacién significativa, que es dificil de lograr
con materiales recolectados naturalmente, sin embargo, persisten preocupaciones sobre la inmuno-
genicidad potencial y la toxicidad de los fragmentos degradados, reticulantes y agentes activantes
utilizados para fabricar biomateriales sintéticos.

De esta manera, los polimeros recombinantes o modificados genéticamente tienen como objeti-
vo llenar el vacio existente entre los polimeros naturales y sintéticos, combinando asi la capacidad
de sintonizacién de los biomateriales sintéticos con la biocompatibilidad y la citotoxicidad dismi-
nuida de los biomateriales naturales.

Su funcionalidad y complejidad han servido como inspiracién para imitar sus propiedades y conse-
guir asi desarrollar distintas aplicaciones en nanomedicina [6], teniendo la ventaja de poder utilizar
estos polimeros para realizar filmes, apdsitos, recubrimientos y/o paredes que liberen el aditivo
contenido a velocidades controladas, para lo que hay que escoger un polimero adecuado.

Algunas de las ventajas de las nanoparticulas protéicas para este tipo de aplicaciones son:

Dependiendo de su tamano son capaces de penetrar en tejidos y barreras biolégicas como
piel, mucosas o incluso membranas celulares.

El recubrimiento proteico protege al fairmaco del medio exterior.

Dependiendo de sus caracteristicas de solubilidad pueden alcanzar los érganos diana con una
mayor efectividad.

1.2. Elastin Like Recombinamers (ELRs)

Mas alla de imitar las funciones de los materiales biolégicos, el principal objetivo es mejorarlas
creando compuestos con diversas propiedades que no se encuentran en la naturaleza. De todos los
biopolimeros que existen, en este trabajo nos vamos a centrar en describir y estudiar las carac-
teristicas de los materiales recombinantes. Uno de los polimeros recombinantes mas importantes es
el de tipo elastina, comunmente conocidos como FElastin-like Recombinamers o ELRs en inglés.

La proteina elastina es uno de los componentes méas importantes de la matriz extracelular. Aunque
su funcién principal es proporcionar elasticidad a los tejidos, su funcion bioldgica no se limita a esta
tarea, ya que desempena un papel activo en la modulaciéon del comportamiento celular y promover
la reparacién tisular.

La creciente disponibilidad de formas recombinantes de elastina que son virtualmente invisibles



para el sistema inmunoldgico ha permitido la formaciéon de una amplia gama de construcciones y
compuestos de biomateriales que se benefician de las propiedades inherentes de elastina de ensam-
blaje y elasticidad innatas. [§]

La elastina es una proteina fibrosa caracterizada por sus “mondémeros” llamados tropoelastina,
su secuencia aminoacidica estd gobernada por los grupos VPGG, VPGVG, APGVG y VGVAPG.
Estos grupos adquieren una estructura tal que permiten que la elastina sufra grandes deformaciones
sin ruptura y que, una vez que el estrés desaparece, ésta recupere su conformacién original. Este
proceso tiene la gran ventaja de ocurrir sin pérdida de energia, puesto que la energia empleada para
estirar la proteina se recupera inmediatamente al volver a su estado original. Podemos asemejar
este comportamiento tan peculiar al de un muelle. Pero por el contrario al comportamiento de un
muelle, la elastina cuando se encuentra en un medio acuoso y por debajo de cierta temperatura
se encuentra soluble en el medio, pero al sobrepasar esta temperatura la proteina se autoensambla
originando un agregado no soluble. Esta caracteristica ha sido la revelacién en la ciencia de los
materiales y se han basado muchos polimeros en ella, como los ELRs. [9]

Los ELRs son una familia de polipéptidos disenados genéticamente basados en la elastina huma-
na, principalmente en la repeticién del pentapéptido (o motivo) valina-prolina-glicina-Xaa-glicina
[VPGXG]|,, donde el aminoécido invitado X puede ser cualquier aminodcido (natural o sintético)
excepto la prolina y n es el nimero de veces que se repite el pentapéptido.

Se ha creado este nuevo término para el cual recombindmero enfatiza el hecho de que estas macro-
moléculas tienen una naturaleza tanto oligomérica como recombinante, para evocar todas estas las
propiedades como la complejidad de la molécula, longitud, estequiometria y monodispersidad.

Como resultado del avance en ingenieria genética, la creciente disponibilidad de formas recom-
binantes de elastina ha llevado a la formacién de una amplia gama de biomateriales y compuestos.
Usando tecnologia de ADN recombinante, puede haber un control preciso no solo de la secuencia y
estereoquimica de los aminodcidos, sino también del peso molecular y su distribucién. Ademsds, el
rendimiento mecanico de los ELR se acompana de una extraordinaria biocompatibilidad, ya que el
sistema inmunolégico del organismo huésped es incapaz de distinguir entre elastina endégena y un
ELR cuando el polimero se basa en los motivos mas comunes presentes en la proteina natural. [7]

Naturaleza termosensible y comportamiento autoensamblante de los ERLs

La caracteristica mas importante que heredan estos materiales, es el comportamiento reversible
de transicién de fase en funcién de agentes externos como puede ser la temperatura, el pH o la
concentracién de sales. En disolucion acuosa y por debajo de cierta temperatura especifica conocida
como la temperatura de transicién (7;) las cadenas del polimero son solubles ya que permanecen
hidratadas hidréfobamente debido a la presencia de estructuras de tipo clatrato o jaula de molécu-
las de agua (parte izquierda de la Fig.2). Cuando la temperatura se acerca a la de transicién estas
estructuras de tipo clatrato empiezan a excitarse por agitacion térmica y se desestabilizan, de esta
forma las cadenas pierden las moléculas de agua (se deshidratan), desapareciendo asi su organiza-
cion de alto nivel y plegandose, adoptando una estructura regular llamada espiral tipo 8 que se
estabiliza mediante contactos hidréfobos (parte derecha de la Fig.2). Este tipo de estructuras estéan
constituidas por una sucesién de horquillas. En esta estructura, los contactos hidrofébicos intra e
intercadena dan como resultado la formacion de un estado de fase separada. De esta forma, por
encima de T} el material ha experimentado una transiciéon de fase de primer orden a nivel molecu-
lar, pasando de un estado soluble a uno insoluble en un disolvente acuoso, siendo este plegamiento
totalmente reversible.



Durante el calentamiento, el polimero se pliega hidrofébicamente, lo que provoca un aumento
del orden local ya que las interacciones que se encuentran en las estructuras autoensamblantes son
no covalentes (por ejemplo, fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas e hidréfobas,
capilaridad, apilamiento 77 y enlaces de hidrégeno) y actian a un nivel estrictamente local. Sin
embargo, la fuerza de estas interacciones no covalentes suele ser menos energética que la de las in-
teracciones covalentes en un factor de alrededor de 10 y se reorganizan adaptandose al entorno que
las rodea. Para lograr la estabilidad, estas interacciones deben operar y ser més favorables energéti-
camente que las que llevarian a la ruptura de la estructura. Pero la magnitud de este orden local
va a ser superada considerablemente por el desorden originado por la ruptura de las estructuras de
clatrato causada por la agitacién térmica. Todo esto se traduce en un aumento de entropia del sis-
tema que es el que actiia como fuerza motora del plegamiento, facilitando que AG < 0 [9]. Como el
autoensamblado tiene lugar en ausencia de fuerzas externas, el proceso conduce a una energia libre
de Gibbs més baja, lo que significa que las estructuras autoensambladas son termodindmicamente
mas estables que sus componentes individuales. La minimizacién de energia impulsa el proceso
y la estructura final estd en equilibrio termodindmico con sus componentes. Como resultado, la
compensacion entre entalpia y entropia se convierte en el aspecto clave de la discusién. [11]

La cantidad de energia térmica requerida para desencadenar el proceso de transicion inversa depen-
de de la relacion entre el agua y la cadena polimérica. Numerosos parametros, como la concentracién
polimérica, la longitud del ELR, la composicion aminoacidica, el pH o la fuerza iénica, son capaces
de modular esta relacion, determinando la formacién de clatratos de diferente grado de perfeccion.
Por tanto, estas variables han de ser consideradas cuando se define una determinada temperatura
de transicién. [9]

Este proceso de contraccién inducido por estimulos ambientales lo podemos considerar como la
conversion de energia térmica o quimica en trabajo mecanico til. Ademaés, el plegamiento es com-
pletamente reversible bajando la temperatura de la muestra por debajo de la T;; por todo ello, los
ELRs han sido calificados como polimeros inteligentes, pues son capaces de percibir el ambiente y
reaccionar a través de cambios en respuesta a él.

—
CLATHRATE-LIKE
WATER STRUCTURES

Figura 2: Representacion esquemdtica del cambio de estructura que sufren lo ELRs por antes y
después de superar la temperatura de transicion (T;)

El aminoécido invitado en los motivos pentapeptidicos puede variar la temperatura de transicién



y, en consecuencia, las propiedades fisico-quimicas. Esto va a depender de los caracteres de cada
aminodcido, por ejemplo, si el aminodcido huesped es una Leucina (L), el caracter anfifilico del
bloque sera hidréfobo mientras que serd hidréfilo si el aminodcido es la Serina (S). En nuestro tra-
bajo nos va a interesar el caracter eléctrico que adquieran los bloques, por ejemplo, estara cargado
positivamente si nuestro aminodcido invitado es una Lisina (K) y negativamente si es un Acido
Glutamico (E). [10]

Se deben tener en cuenta numerosos parametros, como la concentracién de polimero, la composi-
cion de aminoacidos, el pH y la fuerza idnica, al definir un Tt especifico. A la luz de esto, los ELR
pueden considerarse polimeros inteligentes, ya que son capaces de responder a varios estimulos ex-
ternos, detectando asi su microambiente y experimentando cambios en respuesta a él. Gracias a sus
resultados debio compatibilidad y estabilidad fisiolégica convirtieron estos materiales en candidatos
para aplicaciones en las regeneraciones de tejidos y liberacién controlada de farmacos. [7]

1.3. Autoensamblado en dibloques: micelas

En nuestro trabajo vamos a estudiar cémo interactian dos polimeros dibloque que poseen car-
gas opuestas en el proceso de autoensamblado. Tenemos dos caracteristicas que diferencian a los
copolimeros dibloque ELRs en sus contrapartes sintéticas: en primer lugar, el cambio en la com-
posicién entre el bloque hidréfilo e hidréfobo se ajusta al cambio del residuo huesped dentro del
pentapéptido para impartir anfifilicidad [I1]. El bloque hidrofébico comparte con el bloque hidrofili-
co los mismos cuatro aminoacidos que se repiten invariantes (V, P y G en la repeticion VPGXG)
dentro de la unidad de repeticion del pentapéptido. En segundo lugar, los polimeros en cuestién son
polipéptidos y, por lo tanto, tienen la propension a formar estructuras secundarias a medida que ex-
perimentan su transicion de fase, lo que podria agregar otro componente energético a la energia libre
y provocar un cambio en la rigidez de la cadena para ambos bloques con el aumento de temperatura.

Para desarrollar un marco teérico del proceso de autoensamblaje activado por temperatura que
permitiria el diseno racional, a priori, de micelas, primero probamos la aplicabilidad de una teoria
de autoensamblaje desarrollada para dibloques sintéticos en estos polimeros peptidicos. Este mo-
delo tedrico fue probado previamente para describir la micelizaciéon de dibloques de poliestireno-
poliisopropeno (PS-PI). Se encontré que las micelas tenfan bloques de corona y nicleo estirados
como se esperaba para micelas fuertes, y que las predicciones tedricas estaban de acuerdo con los
valores determinados experimentalmente de radios de micelas y ntimeros de agregacién. A partir
de estos resultados, se empezd a utilizar este marco tedrico para predecir las propiedades de las
micelas formadas a partir de dibloques ELRs [12].

En este trabajo vamos a justificar de forma cualitativa las caracteristicas de las particulas re-
sultantes y estimar las propiedades en funcién de los resultados experimentales. En especial, para
nuestros dibloques muestra se han medido la temperatura critica micelar (temperatura a la cual
se empiezan a formar dichas particulas, es decir, la temperatura de transicién) y el radio hidro-
dindmico (R) en funcién de la proporcién de carga.

Un modelo convencional concibe una micela como un agregado de moléculas con un nticleo méas
denso compuesto de bloques hidrofébicos B con N mondémeros (cada mondémero tiene un tamano
ap) y una corona solvatada formada por bloques hidrofilicos A con N4 monémeros (cada monéme-
ro tiene un tamano ay4) tal que N4, Np >> 1. El solvente es muy afin con el bloque hidrofilico A
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sin embargo, tiene una afinidad muy pobre con el bloque hidrofébico B, por esta razon, los bloques
hidrofébicos van a preferir interaccionar entre ellos en lugar de hacerlo con el solvente, formando
asi el nidcleo de la micela y, de forma contraria, los bloques hidrofilicos van a hacerlo libremente
con el solvente, formando asi la corona solventada.

Dentro de la aproximacién de que la superficie nicleo-corona sea muy fina en comparacion con
el radio del niicleo y el grosor de la corona podemos definir la energia libre total de la micela (E)
como la suma de tres contribuciones: la energia de la corona, de la superficie separadora y la del
ntcleo:

E= Ecorona + Einterface + Ecore (1)

Este balance de energias va a determinar las propiedades de las micelas.
Normalmente, las variaciones en las energias libres de la corona y la superficie separadora son do-
minantes con respecto a la del niicleo. Sin embargo, la energia libre elastica del niicleo determina
las transiciones entre las diversas morfologias de micelas: esféricas, cilindricas o laminares.

A continuacién vamos a ver un poco en detalle cada contribucién energética:

1.3.1. Energia libre del nicleo

El nitcleo micelar esta parcialmente hinchado por un disolvente pobre. Suponemos que la frac-
cién de volumen ¢p de los mondémeros B en el nicleo micelar es independiente de la forma de la
micela y de la distancia r desde su centro. Para un nicleo con baja densidad de polimero, ¢pp << 1,
la fraccién de volumen de equilibrio estd determinada por el equilibrio del par atractivo y los con-
tactos ternarios repulsivos entre los mondémeros, ¢pp ~ 7 donde 7 es a derivacion relativa de la
temperatura (6), TT_Q, del polimero B.

Para valores mayores de la fraccién de volumen, las interacciones monémero-mondémero de or-
den superior son relevantes. La energia libre de la interaccién monomero-monémero por bloque B
es independiente del niimero total de cadenas en la micela y coincide con la energia libre Fgy en
el nicleo colapsado de un unimero (dibloque aislado en solucién). Por lo tanto, podemos omitirlo
de una consideracién adicional porque no contribuye a la diferencia de energia libre entre unimero
y micelas de diferente morfologia y nimero de agregacién. Aunque se vuelve importante al deter-
minar la transicién entre diferentes morfologias.

Para micelas con gran ntmero de agregacién, que es el nimero de moléculas presentes en un
la misma una vez que se ha alcanzado la concentracién micelar critica (para una micela esférica
serfa () = %, con R el radio del nicleo), los bloques B se estiran en el nicleo con respecto a su
distancia gaussiana (distancia ideal que tendria una cadena o una molécula completamente libre)

de extremo a extremo [14].

1.3.2. Energia libre de la superficie separadora del niicleo y la corona

En bajas fracciones de volumen de polimero en el nicleo (¢p << 1) existe una relacién de
escala entre la tensién superficial, v, y ¢p:

vap /KT ~ ¢ (2)

Ademds, para copolimeros de bloque compuestos de mondmeros anfifilicos complejos (como es
el caso de los pentapéptidos de nuestros polimeros), las interacciones monémero-monémero que
gobiernan en el nucleo podrian diferir de las de la interfaz nicleo-corona, donde estos mondmeros
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podrian exhibir propiedades similares a las de los tensioactivos (reducir la tensién superficial).
La anfifilicidad de los monémeros complejos podria conducir a una reduccion significativa de la
tensién superficial v, dando como resultado nuevos estados de micelas. Siy y ¢ estan desacoplados:

vah/kT << ¢% (3)

entonces en la soluciéon emergerian micelas débiles con nicleos densos y bloques de corona casi sin
estirar [14].

1.3.3. Energia libre de la corona

Hemos considerado una fina capa entre los bloques A y B de la micela, por lo tanto interpre-
taremos que los bloques de corona A se pueden imaginar como atados a la superficie del nicleo
micelar. La estructura de equilibrio de la corona estd determinada por el estiramiento eldstico de
los bloques A y la interaccién repulsiva entre los mondémeros. Aqui se tendrd también en cuenta
también la carga de las cadenas del bloque A, que le proporcionard a nuestra micela una energia
elecrtostatica.

1.3.4. Dimensiones de las micelas

Mediante una visién general, hemos podido caracterizar a las micelas de forma que disponen
de un nucleo apolar y una corona polar, la cual interacciona con el medio. De esta forma, el radio
total de la micela va a ser la suma del radio del nucleo (R) y el espesor de la corona (H), ya que
hemos considerado despreciable la capa que separa a ambos:

Rtot - R + H (4)

En este trabajo vamos a tener en cuenta también el didmetro hidrodindmico, el cual estudiaremos
mediante la técnica de dispersién dindmica de la luz (DLS).
El tamano de una particula se calcula a partir del coeficiente de difusion translacional utilizando

la ecuacion de Stokes-Einstein: T

~ 3mmD (5)
donde dp, es el didmetro hidrodindmico, D es el coeficiente de difusion translacional, k la constante
de Boltzmann, T' la temperatura absoluta y n la viscosidad. Podemos entonces definir el didmetro
hidrodindmico como el didmetro de una esfera que tiene el mismo coeficiente de difusién de trasla-
cién que la particula. Este coeficiente dependera no solo del tamano del “ntcleo” de la particula,
sino también de cualquier estructura de superficie que afecte la difusién. velocidad, asi como la
concentracién y tipo de iones en el medio [15].

dy

De esta forma, podemos definir el radio hidrodindmico de una forma analitica muy sencilla:
Ry = Rior + C(N) (6)

Donde C va a depender de cierto parametro A, el cual dard cuenta de los factores que influyen en
el tamano hidrodindmico. Algunos de estos factores son:

= FEstructura de la corona: Que la micela tenga un espesor mayor, no solo influye en el aumento
del radio total micelar, sino que influye también en el valor de C'(A). En este caso, una capa de
polimero adsorbido que se proyecta hacia el medio reducira la velocidad de difusién més que
si el polimero estuviera acostado sobre la superficie, y esto reduciria el tamano hidrodinamico
(ver Figura 4). También podriamos tener en cuenta la naturaleza de la superficie y el polimero,
asi como la concentracién iénica del medio pueden afectar la conformacion del polimero, que
a su vez puede cambiar el tamano aparente en varios nanémetros [14].
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Diametro de la Particula

Digmetro de la Particula |
n1/K

> e ———

. Diametro Hidrodinamico - Diametro Hidrodinamico

Figura 3: Esquema del diametro hidrodindmico. 1/K es la longitud de Debye, el grosor de la doble
capa eléctrica. En la figura A tenemos una particula en un medio de baja dureza idnica, donde
la doble capa se amplia. Mientras que en la figura B tenemos una particula en un medio con alta
dureza idnica, y la doble capa se comprime.

= Morfologia de las micelas: Sila micela no es esférica, su radio no va a ser constante. Teniendo
en cuenta la definicién de diadmetro hidrodinamico, si la forma de una particula cambia de
una manera que afecta la velocidad de difusion, entonces el tamano hidrodinamico cambiara.

= Carga superficial y fuerza ionica del medio: Que la superficie de la micela quede ionizada o
cargada, facilita la interaccion de la misma con el medio, afectando asi a su velocidad y, en
consecuencia, al tamano aparente.

om

crew-cut micelle: R>> H

Figura 4: Tipos de micelas.
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Es0l60 Kygleo
Peso molecular/Da 46977 46581
Carga eléctrica Negativa Positiva
Secuencia (VGIPG)goV — MESLLP((VPGVG)2(VPGEG)(VPGVG)2))0 | (VGIPG)eoV — (VGKPG)us
Aminnoécidos 557 541

Cuadro 1: Resumen de las caracteristicas relevantes de cada ELR.

2. Seccién experimental

2.1. Materiales
2.1.1. E50[60

Como hemos estado tratando hasta ahora de polimeros recombinantes anfifilicos, los ELRs que
vamos a utilizar en esta experiencia practica van a tener anfificilidad. Combinando bloques base, ob-
tenemos polimeros con estas caracteristicas que son capaces de autoensamblarse en nanoparticulas.
De otros experimentos ajenos a este sabemos que el ELR E50lg0 se autoensambla en nanoparticulas
practicamente esféricas.

El ELR FE5¢lgy estd compuesto por el bloque Igg hidrofébico:
(VGIPG)gV

que tiene una temperatura de transicion inferior a la temperatura fisiolégica, alrededor de los 14°C',
y por el bloque Es5p hidrofilico y cargado negativamente (el dcido glutdmico, E, estéd ionizado con
un grupo carboxilo):

MESLLP((VPGVG)2(VPGEG)(VPGVG)2))10

con una temperatura de transicion estimada a unos 250°C a un pH neutro debido a la alta polari-
dad de las cadenas laterales de los grupos carboxilatos [16].

2.1.2. Kyglg

Este es un polimero dibloque ELR que tiene la caracteristica de anfificilidad, al igual que el
anterior.

El ELR Kyglgy esta compuesto, del mismo modo que el Esglgg, por el bloque Igg hidrofébico:
(VGIPG)goV

con una temperatura de transicién de unos 19°C, y por el bloque K¢ hidrofilico y cargado positi-
vamente (la lisina, K, estd ionizada con un grupo amino):

(VGK PG)s
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2.2. Técnicas esperimentales
2.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es la medida de la interaccion por absorcién, emisién o reflexion de
la radiacion en el rango del infrarrojo con la materia en cualquier estado, sélido, liquido o gaseoso. Se
utiliza para identificar grupos funcionales o sustancias quimicas. Esto es debido a que cuando una
molécula absorbe radiacién infrarroja a una determinada frecuencia, la vibracién intramolecular
con se produce con la misma frecuencia que la de la radiacién, aumentandose asi la intensidad, lo
que genera senales con frecuencias cuantizadas que corresponden al modo de vibracién de un enlace
especifico.

08

08 f\
07 {
06

05 / \ f
04 ,I" \ I
03 j

02 i \ P 5
01 / \ . 5k

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Absorbance

Figura 5: Ejemplo ezplicativo de un espectro medido con espectroscopia infrarroja [27].

Para llevar a cabo esta técnica se emite radiaciéon con la frecuencia correspondiente al rango
IR con un equipo especial llamado espectrofotdmetro infrarrojo. Un espectro de infrarrojos puede
visualizarse en una gréfica que relaciona la absorbancia (o transmitancia) con la frecuencia o la
longitud de onda de luz emitida.
Antes de registrar el espectro de interés se realiza primero un barrido al blanco, en este caso al aire,
para descartar los enlaces que contienen las moléculas suspendidas en el entorno [20].

Aplicacién a este estudio: En este trabajo se ha hecho uso de un equipo de modelo Infrarrojo
Tensor27 (Bruker) que lanza radiacién de frecuencias comprendidas entre 4000 — 600 ¢ L.

Se necesita una buena resolucién para que los espectros puedan distinguirse y asi no se mezclen.
Se dispuso una muestra (10mg) de cada polimero puro en el equipo y se realizé un barrido de

frecuencias.

2.2.2. Turbidimetria

Esta es una técnica analitica que determina cudnto se atenta un haz de luz que se traslada a
través de un medio en suspension. Esta atenuacion se produce gracias a los fenémenos de absorcién
y dispersién de la luz tras interferir con las particulas. El fundamento en el que se basa en la me-
dicién de la intensidad de la radiacién transmitida a través de un medio constituido por particulas
con dispersién y un indice de refraccién distinto al de la suspensién donde se encuentran [19].

Esta técnica, junto al DSC, sirve para caracterizar la temperatura de transicién inversa: cuando
el material se autoensambla formando estructuras 3D la absorbancia aumenta significativamente.
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Figura 6: Demostracion de como funciona la turbidimetria.

Aplicacién en este estudio: Para las medidas de turbidimetria se utilizé en un espectrofotéme-
tro de UV-visible (Cary Series UV-Vis, Agilent Technologies). Para la caracterizacién de T; se mo-
nitoriza la absorcién a 350 nm en funcién de la temperatura.

Se prepararon dos disoluciones a una concentracién de 1mg/mL, una de cada polimero, ambas
en PBS. Se dispusieron en una cubeta, insertando 1mJL en la muestra y se realizé un barrido de
temperatura en el rango de 4 — 50°C para cada una.

2.2.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido, o DSC, es una técnica experimental dindmica que per-
mite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia.

En la técnica experimental de Calorimetria Diferencial de Barrido se dispone de dos cépsulas,
una de ellas contiene la muestra a analizar (en nuestro caso serd una disolucién) y la otra es la
llamada capsula de referencia, y contiene el medio en el que se ha disuelto nuestro material o la so-
lucién reguladora (en nuestro caso, el disolvente, PBS). Se usan calefactores individuales para cada
capsula y un sistema de control comprueba si se producen diferencias de temperatura entre ambas.
Si se detecta cualquier diferencia, tendremos un gradiente de temperatura AT, esto establece un
voltaje, que se convierte en potencia y se utiliza para que los calefactores individuales lo corrijan
de tal manera que AT = 0, es decir, el instrumento compensa la energia necesaria para mantener
la temperatura de los crisoles constante.

Esta compensacion se traduce en un pico dibujado por la maquina en funcién del calor que se haya
necesitado aplicar, se podran distinguir los procesos endotérmicos y exotérmicos [17].

Esto va ser util para caracterizar la estabilidad de una molécula proteica y medir el cambio de
calor asociado a la desnaturalizacion térmica de la molécula cuando se calienta a un ritmo cons-
tante.

Esta estabilidad se estudia en funcién de la temperatura de transicion, la cual se vera reflejada en
la grafica siendo en el extremo de la funcién dibujada.

Con esta técnica se podrd medir también la entalpia del proceso (AH) que es el drea bajo la
curva del saliente.

Gracias a esta técnica se podria conseguir elucidar los factores que contribuyen al plegamiento y
estabilidad de las biomoléculas nativas. Entre estos factores se incluyen interacciones hidrofébicas,
enlaces de hidrégeno entropia de conformacion y ambiente fisico. Estos arreglos estructurales dan
lugar a la absorcion de calor causada por la redistribucién de enlaces no covalentes.
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Figura 7: Interpretacion de un proceso exotérmico mediante un grdfico dibujado por el intrumento.

Aplicacién a este estudio: Para este caso particular se ha empleado un equipo Mettler Toledo
822e¢ con refrigeracion de nitrégeno liquido. Se introdujeron en cada ensayo 20uL de la disolucion
dentro de una bandeja de aluminio estdndar de 40uL herméticamente sellada. El mismo volumen
de disolvente se sitia en la bandeja de referencia. Se prepararon dos soluciones en PBS, una de
cada polimero, a la misma concentracién, 50mg/mL. La disolucién del polimero Fs0lgo a un pH de
7,31 y la del polimero Kyglgp que estaba a un pH de 8,57 pero se rebajé para que se aproximara
al de la otra disolucién, finalmente se mantuvo a un pH de 7, 54.

A partir de estas soluciones, se crearon otras 5 en distintas proporciones:

100%—-0% ; 75%—25% ; 50%50% ; 25%—75% ; 0% —100%

Se prepararon el dia anterior y se incubaron a 4°C' a la vez que se mezclaban hasta el momento de
la toma de medidas.

Se realizé un barrido de temperaturas desde los 4°C hasta los 40°C' incrementiandose a un rit-
mo de 1°C/min.

2.2.4. Dispersién dindmica de la luz (DLS)

La técnica DLS o también conocida por diversos nombres como dispersion dindmica de la luz,
espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion casi eldstica de la luz mide el movimiento
Browniano de las particulas a través de la correlacion de fotones y lo relaciona con el tamano sub-
micronico de las mismas.

El movimiento browniano es el movimiento aleatorio de particulas debido al bombardeo de las
moléculas de disolvente que las rodean. Cuanto més grande sea la particula, mas lento serd el
movimiento browniano. Las méas pequenas son “empujadas” mas por las moléculas de solvente y
se mueven mas rapidamente. Necesitamos conocer la temperatura con exactitud para DLS porque
se requiere conocimiento de la viscosidad, que estd relacionada con ésta. La temperatura también
debe ser estable, de lo contrario, las corrientes de conveccién en la muestra causaran movimien-
tos no aleatorios que intervendran en la interpretacion del tamano. La velocidad del movimiento
browniano se define mediante una propiedad conocida como coeficiente de difusién de traslacion, D.

El coeficiente de difusién de traslaciéon se puede obtener mediante la funciéon de correlacion. A

través el equipo se puede medir dicha funcién con el correlador. El correlador es un comparador
de senales que mide el grado de similitud entre dos de ellas o una senal consigo misma en distintos
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Figura 8: Demostracién de cémo funciona la DLS [28].

intervalos de tiempo.

Si se compara la intensidad de una senal consigo misma a tiempo cero, se obtiene una correlacién
del 100 %, pero si se observa la senal en un momento posterior, la sefial habré cambiado y la co-
rrelacién se reduce.

Para una senal arbitraria en algiin momento su correlacién sera nula y no tendra relacion con la
original. El tiempo que transcurre hasta que esto ocurre es caracteristico de la velocidad de difusién
y por tanto, del tamano de las particulas. Si las particulas son grandes, la senal cambia lentamente,
la correlacién persistira un largo tiempo mientras que si son pequenas éstas se moveran rapidamente
y entonces la sefial variara también rapido, por lo que la correlacién se reducird antes.

En la figura 9 se pueden observar ambas situaciones a modo de ejemplo.

ry 0 vy 00000 10000000 T000000000 [ 10 1000 100000 10000000 (et o)

Figura 9: en la imagen de la izquierda tenemos la representacion de la funcion correlacion para
particulas grandes y, a la izuierda, para particulas pequenas.

Cuanto més pronunciada sea la curva, mas monodispersa serd la muestra. Por otro lado, si la
curva extiende su decaimiento mads, la muestra serd mas polidispersa.

Como se definié en apartados anteriores, el tamano de las particulas medido a través de esta
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técnica se rige en el didmetro hidrodinamico.

Si las particulas son pequenas en comparacién con la longitud de onda del 14ser utilizado (d < A/10
o alrededor de 60nm para un ldser He-Ne), entonces la dispersién de una particula iluminada por
un laser polarizado verticalmente serd esencialmente isotrépica, es decir, iguales en todas las direc-
ciones.

La aproximacién de Rayleight nos indica que

donde I es a la intensidad de luz dispersada, d es didmetro de la particula y A la longitud de onda
del laser.

El término d® nos dice que existe el peligro de que la luz de las particulas mas grandes inunde la
luz dispersa de las més pequenas. Mientras que la relacién inversa con \* significa que se obtiene
una mayor intensidad de dispersién a medida que disminuye la longitud de onda del laser utilizado.

Cuando el tamano de las particulas “grandes” llega a ser equivalente al de la longitud de on-
da del laser, la difusién llega a ser una funcién compleja con un méaximo y un minimo respecto al
angulo de dispersién. La Teoria Mie es la tnica que explica correctamente el maximo y minimo de
la grafica, se utiliza en el software Nano para convertir la distribucién de intensidad en volumen.

Cémo funciona la DLS: En la dispersién dinamica de la luz, se mide la velocidad a la que las
particulas se dispersan debido al movimiento browniano. Esto se hace determinando la velocidad de
las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada cuando se detecta utilizando una disposicién
optica adecuada. Estas fluctuaciones surgen de las interferencias de las ondas de la luz dispersada
entre diferentes particulas.

Aplicacién a este estudio: Se ha hecho uso de esta técnica para determinar la distribucién de
tamanos aparentes de las nanoparticulas autoensambladas por los polimeros Esglgy v Kaglgo en
disolucién en funcién de la proporcién de ambos. Las medidas se realizaron utilizando un Zetasizer
Nano ZSP (Malvern Instruments) equipado con un ldser de 10mW He-Ne a una longitud de onda
de 633nm y una temperatura de 37°. Se utiliz6 una tecnologia de retro dispersién no invasiva
(NIBS) en 173°C' para aumentar la sensibilidad de deteccién y reducir la dispersién muiiltiple y los
efectos de moléculas de mayor tamano como el polvo.

Para tomar medidas mediante esta técnica se prepararon dos disoluciones base a una concentracién
de 1mg/mL en PBS, una de cada polimero y a partir de ellas se crearon finalmente 5 disoluciones
en distintas proporciones:

100%—-0% 3 75%—25% ; 50%50% ; 256%—T75% ; 0% —100%

Se prepararon el dia anterior y se incubaron a 4°C' a la vez que se mezclaban hasta el momento de
la toma de datos.

Se realizé un barrido de temperaturas desde los 4°C' hasta los 37°C efectuando las medidas corres-
pondientes a las temperaturas inicial y final.

Y finalmente, se realizé otro barrido de temperaturas desde los 4°C hasta los 40°C' tomando me-
didas de forma continua para cada valor de T.
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3. Resultados y discusion

3.1. FTIR

La técnica se utiliza para identificar la estructura quimica de los materiales basdndose en la

irradiacion infrarroja de la muestra para observar a qué longitudes de onda la muestra absorbe las
radiaciones. Las primeras tomas de datos se realizaron con el objetivo de caracterizar los polimeros
puros por separado. Se comenzd observando las similitudes que presentan los materiales en cues-
tién, para ello se observaron los espectros recogidos por espectroscopia infrarroja que se muestran
en la figura 11.
Cada compuesto tiene un conjunto singular de bandas de absorcién en su espectro infrarrojo, bandas
especificas que se encuentran en los espectros infrarrojos de proteinas y polipéptidos, incluyendo la
Amida Iy Amida II. Estos tltimos aparecen debido a los enlaces de los aminoécidos. La absorcién
relacionada con la Amida I conduce a las vibraciones de estiramiento del enlace C' = O en la ami-
da, mientras que la vibracién asignada a la Amida II conduce principalmente a las vibraciones de
flexion del enlace N — H. Como ambos enlaces estan involucrados en las interacciones de hidrégeno
que ocurren dentro de la estructura polipeptidica, las ubicaciones de las bandas Amida I y Amida
II estan relacionadas con el contenido de la estructura secundaria de las proteinas.

Encontramos picos entorno a unos ntmeros de onda cercanos a los 1500cm ™! que podrian co-
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Figura 10: Vibraciones responsables de las bandas de Amida I y Amida II en proteinas y polipéptidos.
La Amida I es debido al estiramiento del carbonilo mientras que la Amida II se debe principalmente
a las vibraciones de flexion del N-H.

rresponder a los grupos funcionales de 4cidos carboxilicos (1725 — 1700cm™!) o amidas (1690 —
1630cm~—1). O también, los picos que se encuentran entre los valores de 3500 — 3000cm ! podrian
corresponder a los grupos funcionales OH (3100 — 3200cm™!) con enlace de hidrégeno o incluso al
enlace NH (3500 — 3300cm™1).

Como se puede observar, las diferencias apreciables entre ambos espectros son muy leves. Estos
materiales muestran grandes semejanzas en cuanto a la cantidad de enlaces de los grupos funciona-
les que contienen. Por este motivo resultan tan interesantes para este estudio, ya que la disparidad
mas notable es el signo de la carga eléctrica que presentan.

3.2. Turbidimetria

Por otra parte, se caracterizaron también los materiales en disolucién con un espectrofotémetro,
donde se muestran los resultados obtenidos en la figura 12. Se pueden observar las funciones defi-
nidas por la absorbancia de la muestra y, superpuesta, aparece la derivada que nos indica el punto
de inflexion de la primera funcion. Este pico va a corresponder a la temperatura de transicién.
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Figura 11: La figura muestra los espectros correspondientes a los polimeros puros en su estado
original. La linea roja pertenece al ELR Kyglgo y la azul al Esylgg.

Por debajo de la temperatura 7T} las soluciones polipeptidicas son transparentes pero cuando se
supera su temperatura de transicién inversa se vuelven turbias, debido a los autoensamblados de
los polimeros.

Se puede observar que las temperaturas de transicion de ambos polimeros se encuentran entre
los 22 — 25°C. Aunque el error parece bastante considerable ya que el pico dibujado por la primera
derivada tiene una anchura notable.
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Figura 12: La figura muestra Las representaciones de la absorbancia en funcion de la temperatura
recogidas con la técnica FTIR. La grdfica de la izquierda pertenece al ELR Esglgo y la de la derecha
al Kyglgo. La linea roja en ambas representaciones se corresponde con la funcion de la absorbancia,
mientras de que la morada y la marron corresponden con las primeras derivadas de estas funciones.
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3.3. DSC

Mediante esta técnica se realizé6 un mayor nimero de medidas, para distintas proporciones de
carga en las disoluciones preparadas. Se disponia de 5 disoluciones diferentes, y se realizaron para
cada una 3 barridos de temperatura, por lo que en total se recogieron 15 graficas.

A continuacion se muestra en la figura 13 el comportamiento térmico de estos polimeros en PBS
para las diferentes disoluciones en una de las repeticiones.
El pico endotérmico caracteristico obtenido en todas las medidas es el resultado de dos fenémenos:
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Figura 13: Representacion de las 5 funciones dibujadas mediante DSC que nos indican con un
saliente ddnde se encuentra el proceso de transicion. Cada color corresponde a una disolucion,
viene indicado en la leyenda.

destruccién de las estructuras ordenadas acuosas (agregados de agua) (proceso endotérmico) y, el
doblamiento y autoemsambado de las cadenas (proceso exotérmico).

La temperatura de transicién inversa parece verse afectada por la proporcién de las disolucio-
nes, que se resume en una proporciéon de carga.

Este hecho puede deberse a que al mezclarse las cargas eléctricas, la fuerza iénica aumenta y las
cargas se neutralizan unas con otras, favoreciendo las interacciones hidrofébicas. El proceso de en-
samblado estd dominado por los bloques hidrofébicos de los polimeros, en este caso por la presencia
de isolucinas. Debido a las semejanzas en su composicion, estos polimeros tienen unas 7; muy si-
milar.

En los cuadros 2 y 3 se muestran los resultados de las medidas completas de la temperatura
de transicién y el incremento de entalpia durante el proceso, respectivamente.

Proporcién (Esolgy — Kaslgo) | 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
T,/°C 15,48 | 15,08 | 14,97 | 14,99 | 15,43
Desviacién 0,08 | 0,10 | 0,12 | 0,09 | 0,04

Cuadro 2: Temperaturas medias (N=3) de transicion dadas en °C con las desviaciones medias.

Al representar el promedio de las temperaturas de transicién para cada disolucién (Figura 14)
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Proporcién (Esolgy — Kaslgo) | 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
Entalpia/mJ 942 | 9,75 | 9,39 | 8,41 | 8,43
Desviacién 0,74 | 0,08 | 0,67 | 0,23 | 0,23

Cuadro 3: Incrementos de entalpia promedios durante el proceso de transicion dados en m.J.

se puede apreciar la tendencia que tienen en funcién de la proporcién de carga.

Temperatura
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Figura 14: Representacion de la Ty para cada disolucion con barras de error relativo.

Para interpretar estos resultados de una forma més fiable y discutir si la media de las 5 pobla-
ciones tienen diferencias significativas, se realizé un Anélisis de Varianza o también conocido como
ANOVA. Este anilisis basa su funcionamiento en la comparacién de la varianza entre las medias
de los grupos y la varianza dentro de los grupos. De esta manera, se puede determinar si todos los
grupos forman parte de una poblaciéon conjunta y tienen T} iguales o, por el contrario, pertenecen
a una poblacién diferente con las T; distintas. Un desarrollo mas completo sobre esta estadistica se
puede encontrar en el apartado de informacion complementaria.

Tras este estudio se han podido observar los resultados que se muestran en la figura 15. Habiendo
realizado por tanto el ANOVA de 3 vemos que no hay diferencias significactivas entre los grupos
25/75-50/50-05/75. Todas las demds combinaciones si.

Como se puede apreciar, encontramos diferencias significativas entre las disoluciones de polime-
ro puro y las mezclas, independientemente de la proporcién. Por el contrario, se puede observar
también que no se han encontrado diferencias entre los grupos de mezclas ni entre las dos disolucio-
nes con los polimeros puros. Con esto sacamos que los valores obtenidos entre los puros y las mezclas
si hay diferencias significativas y combinaciones de las mezclas con los putos también. Entonces
Parece indicar que los datos parecen significativos por lo tanto se pueden interpretar. Aunque las
tres proporciones no son significativas se puede seguir estudidndolo puesto que entre las demds
combinaciones si. Lo que nos indica que hay una influencia considerable en el papel que juega las
cargas de ambos polimeros. Las cargas lo que hacen es disminuir la temperatura de transiciéon que,
como se dijo anteriormente, es debido a la contrarresta de las fuerzas iénicas e hidréfobas, mientras
que los polimeros entre si, al ser muy similares no presentan diferencias en esta propiedad, como se
predijo mediante la técnica de turbidimetria.

Los resultados que obtuvimos mediante el DSC y turbidimetria vemos que difieren en cuanto al
valor de T;. Esto se debe a que la transicién de fase consiste en un proceso cooperativo dependiente
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Figura 15: En esta figura se muestran las correlaciones que existen entre los distintos grupos tras
haber tratado los datos de la temperatura de transicion mediante un Andlisis de Varianza entre los
distintos grupos, dos a dos. Cuando se hizo ANOVA con todas las poblaciones (5) salié un valor
de 0.0063. Eso quiere decir que si hay diferencias significativas entre uno de ellos. Eliminamos la
hipotesis nula de que esos valores que nos han dado no tienen diferencias significativas sino que
hay uno de ellos en el que algo se sale de los rangos y si hay diferencias entre un grupo que mo se
sabe y los demds (minimo, pueden ser uno dos o mas pero eso no se puede saber simplemente con
ANOVA). Por ello después de esto se debe de ver cual es diferentes a todos que para ello ANOVA de
N=38 pero probando todas las combinaciones de los grupos y, finalmente, dos a dos. En rojo se han
caracterizado aquellos grupos que no presentan diferencias significativas y por lo tanto, pertenecen
a la misma poblacion. Mientras que, de color verde se han caracterizado aquellos grupos que si que
han presentado discrepancias significativas y por lo tanto se consideran pertenecientes a la distintas
poblaciones.

de la concentracion del ELR, de este modo al aumentar la concentracion se disminuye la 7T;.

3.4. DLS

En esta seccién se van a discutir los resultados obtenidos mediante las medidas realizadas con
la técnica de dispersion dindmica de la luz.

En primer lugar, a través del DLS se ha podido determinar también la temperatura de transicion
mediante un barrido de temperaturas.

En la figura 16 se observan las funciones correspondientes a cada muestra de la intensidad en fun-
cién de la temperatura. Para obtener la T} se ha tomado la primera derivada, del mismo modo que
se hizo en turbidimetria. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 4.

Proporcion (Esolgo — Kaslgo) | 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
T,/°C 19,335 | 19,305 | 18,210 | 19,145 | 21,100

Cuadro 4: Temperaturas de transicion aprorimadas para cada muestra a una concentracion de
Img/mL en PBS, dadas en °C

Proporcién (Esolgo — Kaslgo) | 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
T, (DSC) 15,48 | 15,08 | 14,97 | 14,99 | 1543
T, (DLS) 19,335 | 19,305 | 18,210 | 19,145 | 21,100

Cuadro 5: Temperaturas de transicion dadas en °C' obtenidas mediante dos técnicas distintas, DSC

y DLS.

En el cuadro 5 se indican los resultados obtenidos de las temperaturas de transicion mediante
ambas técnicas. Lo primero que llama la atencién es que haya un salto de varios grados centigrados
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Figura 16: Representacion de la intensidad en funcion de la temperatura para cada muestra.
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Figura 17: Representacion de la temperatura de transicion en funcion de la proporcion de carga.

entre el lote de temperaturas del DSC y el del DLS, esto se explica con la diferencia de concen-
tracion. Como ya se comenté anteriormente, esto se debe a que la transicion de fase consiste en
un proceso cooperativo dependiente de la concentracién del ELR, de este modo al aumentar la
concentracién se disminuye la Tt.

Sin embargo, se puede observar que la tendencia que adquieren las temperaturas de transiciéon en
cada lote es muy similar, quedando las T} de el polimero puro disuelto més altas que las T; obtenidas
con la mezcla de cargas.

En la figura 20 del anexo I se observan las graficas de las correlaciones que presentan las particulas
en todas las disoluciones. Si las particulas son grandes, la sefial cambiard lentamente y la corre-
lacién se mantendra por mucho tiempo. Sin embargo, si las particulas son pequenas y se mueven
rapidamente entonces la correlacién desaparecerd mas rapidamente. Como se puede ver en la figura,
las particulas que se han obtenido en cada ocasién son consideradas grandes ya que la correlacién
permanece un tiempo y, ademas, se aprecia una baja polidispersidad en el decaimiento pronunciado.

El DLS también es capaz de proporcionar de forma numérica la polidispersidad de la muestra.

En las medidas que se han realizado para las distintas proporciones de carga se puede visualizar
en base a estos datos el proceso de autoensamblado, ya que a una temperatura de 4°C' existe una
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polispersidad muy alta mientras que a 37°C' baja drasticamente. Esto significa que en el medio
existen particulas con un tamano muy préoximo, de forma que no hay una alta desviacién en los
valores del mismo para cada estructura individual, lo que indica un claro indicio de un conjunto de
particulas semejantes con las mismas caracteristicas. En el cuadro 9 del anexo II se muestran los
resultados obtenidos.

En base a la funcion correlacién, se obtiene el tamano aparente de las particulas. En la figura
21 del Anexo I se muestran las representaciones de la intensidad en funcién del didmetro hidro-
dindmico, donde se ve un pico pronunciado generalmente en todas las muestras. Esto significa que
tenemos la totalidad de las particulas entorno a un tamano muy concreto, este tamano se ve refle-
jado en el cuadro 6 donde se presentan los didmetros hidrodinamicos promedios en cada muestra
recogidos por el equipo utilizado.

En la figura 18 se muestra la representacion grafica de los tamafios medios de cada muestra.

PI‘OpOI‘Ci()n (E50]60 - K48160) 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
dg/nm 48,46 | 53,47 | 57,29 | 57,15 | 49,58
Desviacién 1,23 | 0,67 | 0,97 | 1,48 | 0,23

Cuadro 6: Didmetro hidrodindmico promedio medido mediante DLS a 37°C dado en nandmetros

Diametro hidrodinamico medio (37°C)
65
&0
55 3
$0 % ;
45
40
35
o 1000 75-26 50-50 2576 0-100
Proporcion

Figura 18: Representacion grafica del didmetro hidrodinamico en funcion de la proporcion de carga.

Mediante todos estos datos se puede apreciar una diferencia notable en los tamafnos de las

particulas en funcién de la proporcion de carga. Para ver si estas diferencias son significativas o en
realidad son el mismo valor se ha comprobado mediante un anélisis de varianza que ha sido desarro-
llado en el apartado de informaciéon complementaria, de este analisis se han obtenido los resultados
mostrados en la figura 19. Los resultados muestran diferencias significativas entre practicamente
todas las muestras, exceptuando las dos de los polimeros puros que, como se ha visto anteriormente
estos polimeros han mostrado grandes similitudes y, como era de esperar, también las presentan en
el tamano de las nanoparticulas que forman al autoensamblarse.
También se ha podido comprobar que los grupos de las proporciones 50 — 50 y 25 — 75 pertenecen a
la misma poblacién, por lo que presentan un tamaifio practicamente igual. Esto nos hace esperar un
maximo en el tamafno de las nanoparticulas autoensambladas en una proporcién intermedia entre
ambos grupos.
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Figura 19: En esta figura se muestran las correlaciones que existen entre los distintos grupos tras
haber tratado los datos del didmetro hidrodindmico mediante un Andlisis de Varianza entre los
distintos grupos, dos a dos, del mismo modo que con los resultados del DSC. En verde se han
caracterizado aquellos grupos que no presentan diferencias significativas y por lo tanto, pertenecen
a distintas poblaciones. Mientras que, de color rojo se han caracterizado aquellos grupos que si que
han presentado correlaciones y por lo tanto se consideran pertenecientes a la misma poblacion.

Con esta técnica también se puede ver la influencia de las cargas eléctricas en el proceso de auto-
ensamblado. Las lisinas tienen un mayor nimero de cargas en su secuencia que el dcido glutamico,
y esa es la razén por la que vemos un maximo en el tamano de las nanoparticulas en un punto des-
cuadrado de la proporcién mitad y mitad, cuando la proporcion en cantidad de dcido glutdmico es
ligeramente menor que la de las lisinas. De esta forma las cargas se anulan unas con otras quedando
asi libres una cantidad notable de cargas positivas que favorecen las fuerzas idnicas y contrarrestan
las hidréfobas, forzando la formacién de unas particulas de un tamano aparente mayor.

4. Conclusiones

Los ELRs se han ido poniendo en el punto de mira de los cientificos por sus grandes caracteristi-
cas para imitar sistemas naturales. Una de sus propiedades mas destacables es la termosensibilidad,
ya que son capaces de cambiar de fase a cierta temperatura y originar un nuevo estado en el que
se presencien nanoestructuras micelares a una temperatura fisiologica.

Cualquier pardmetro adicional que pueda modificar las propiedades o caracteristicas de este tipo
de materiales puede llegar a ser un aliciente muy potente para futuras aplicaciones.

Como se ha visto en todo este trabajo, los dos polimeros ELRs estudiados han presentado grandes
semejanzas en su composicién quimica exceptuando el signo de la carga de las que estdn dopadas
las secuencias pentapeptidicas. Esta caracteristica les ha proporcionado unas propiedades muy si-
milares y, en su defecto, las nanoestructuras originadas tras el proceso de autoensamblado también
presentaron caracteristicas semejantes.

Gracias a la técnica de DLS se ha podido caracterizar la formacién de nanoestructuras supra-
moleculares basadas en dibloques anfifilicos del tipo elastina. La composicién de la secuencia de
los bloques hidrofébicos es un parametro que condiciona fuertemente la estabilizacién de sistemas
micelares y, como se ha podido comprobar, la presencia de cargas en los bloques también son una
gran influencia en la creacién de estas estructuras ya que se han visto afectadas principalmente en
su tamano que, a medida que se mezclan las cargas eléctricas, va aumentando.

Gracias también a las técnicas de DLS y DSC se ha podido caracterizar la temperatura de transicién
inversa a la que inician estos materiales el proceso de autoensamblado. Concluyendo que la presen-
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cia de cargas eléctricas interactuando entre si también favoreciendo al cambio de este parametro.
A medida que encontrdbamos cargas interactuando y por tanto, un aumento en la fuerza iénica, la
T; disminuia, notando un salto entre las T} de los polimeros mezclados y los polimeros puros.

Se ha demostrado que los ELRs anfifilicos Es50lgy y Kaglgo se organizan en estructuras estables
en condiciones fisioldgicas, y ademads, si se combinan en una disolucién, forman nanoestructuras
con caracteristicas distintas que pueden favorecer a las multiples aplicaciones que ofrecen, como por
ejemplo, la encapsulacién de farmacos, dando la posibilidad de crear nanoparticulas de un tamano
mayor donde pueda insertarse una mayor cantidad de farmaco sin perder todas las caracteristicas y
propiedades que ofrecen los ELRs. A su vez, también podria aprovecharse para futuras aplicaciones
el cambio en la T; de forma que pueda llegar a obtenerse un material con una 7; concreta tam-
bién sin perder las propiedades que ofrecen este tipo de materiales. Todo esto es debido a que los
polimeros elegidos interactian fisicamente cuando estdn mezclados gracias a la presencia de cargas
de signo opuesto.
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5. Anexo I
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Correlaciones para cada disolucién. Se presentan las graficas de las 3 muestras en con-
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Figura 21: Representaciéon del tamano de las particulas en funcién de la intensidad para cada
disolucién. Se presentan las gréaficas de las 3 muestras en conjunto.
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6. Anexo I1

PI"OpOI"Cién (E50[60 - K48160)
100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100

Repeticion
1 154 | 15,13 | 14,92 | 15,00 | 15,46
2 15,56 | 15,15 | 15,10 | 14,90 | 15,44
3 15,48 | 14,96 | 14,88 | 15,08 | 15,39
Media 15,48 | 15,08 | 14,97 | 14,99 | 15,43
Desviacion 0,08 0,10 0,12 0,09 0,04

Cuadro 7: Temperaturas de transicion de cada muestra medidas con DSC' y dadas en °C

PI‘OpOI‘Cién (E50[60 - K48160)
100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100

Repeticion
1 10,02 | 9,68 | 8,85 8,6 8,13
2 9,66 | 9,84 | 10,14 | 8,47 | 8,56
3 859 | 9,73 | 9,18 | 8,16 | 8,62
Media 9,42 | 9,75 | 9,39 | 8,41 | 8,43
Desviacién 0,74 | 0,08 | 0,67 | 0,23 | 0,23

Cuadro 8: Incrementos de entalpia durante el proceso de transicion para cada muestra medidos
mediante DSC'y dados en mJ.
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=
[= N % R T I =Y

[HI 1fg)
[==]
——
-
——
e

~ m o
]

=]

100-0 7E-25 50-50 25.75 0-100
Proparcién

Figura 22: Relacion de las entalpias medias de cada muestra en funcion de la proporcion de cargas.
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I‘OpOI‘CiéH (E50[60 — K48160)
Temperatura | 100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
Muestra
A 4°C 0,378 | 0,503 | 0,505 | 0,469 | 0,411
B 4°C 0,451 | 0,518 | 0,388 | 0,340 | 0,391
C 4°C 0,471 | 0,539 | 0,385 | 0,562 | 0,415
Media 400 0,433 | 0,520 | 0,426 | 0,457 | 0,406

Cuadro 9: Polidispersidad de cada muestra a 4°C' y 37°C'. El texto en rojo significa una polidisper-
sidad alta mientras que el verde indica una muestra prdcticamente monodispersa.

I‘OpOI‘Cién (E50[6[) — K48I60)
100-0 | 75-25 | 50-50 | 25-75 | 0-100
Muestra

A 46,98 | 53,10 | 56,90 | 58,45 | 49,70

B 49,52 | 54,24 | 58,39 | 55,54 | 49,32

C 48,87 | 53,07 | 56,58 | 57,46 | 49,73

Media 48,46 | 53,47 | 57,29 | 57,15 | 49,58

Desviacién 1,23 0,67 0,97 1,48 0,23

Cuadro 10: Didmetros hidrodindmicos medidos mediante DLS a 37°C' para cada muestra y dados
en nandmetros (nm).

7. Anexo III

7.1. Informacién complementaria. Estadistica ANOVA de un factor

El Anélisis de Varianza o Analysis of Variance (ANOVA) es una técnica de anélisis multiva-
riante de dependencia que se utilizan para analizar datos procedentes de disenos con una o mas
variables independientes (VI) cualitativas (medidas en escalas nominales u ordinales), conocidas
también como factores, y una variable dependiente (VD) cuantitativa (medida con una escala de
intervalo o de razén), también conocida como respuesta. Los distintos estados posibles de las VI se
conocen como niveles o tratamientos.

Hay diferentes modelos de ANOVA, todos ellos permiten comparar los valores medios que toma la
VD en las distintas poblaciones con la finalidad de averiguar si existen o no diferencias significativas
entre ellos.

Segin el numero de factores, se pueden distinguir distintos tipos de ANOVA. EI ANOVA de un
factor, también llamada ANOVA unifactorial, sefiala si las dos variables, VI y VD, estan relaciona-
das entre si, es decir, comprueba si las variaciones de las medias de VD tienen un efecto medible en
las diferentes categorias de la VI, determinando asi si dos o més grupos son similares o distintos.

Normalmente la ANOVA se emplea cuando la VD estd distribuida de manera normal en cada

grupo y las varianzas de la VI en cada uno de ellos son similares (fenémeno que se conoce como
homocedasticidad). Ademas, es necesario que los grupos sean independientes los unos de los otros.
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La ANOVA de un factor solo puede aplicarse cuando se investiga un solo factor y una sola VD.
Cuando se comparan las medias de tres o méas grupos, puede indicar si al menos dos de esas pobla-
ciones tienen medias diferentes, pero no puede indicar cuéles.

Se va a partir de una hipdtesis nula Hy la cual indica que tres o més medias poblacionales son
iguales frente a la hipodtesis alternativa, H,, de que al menos una de las medias es diferente. Me-
diante la ANOVA se va a probar si esta hipdtesis es cierta o no ya que permite comparar multiples
medias a través del estudio de las varianzas..

Disponiendo de k medias, se puede escribir:

Hy:py=po=...= g
H, : no todas las medias son iguales.

donde u; es la media del i-ésimo nivel del factor.

El funcionamiento basico de un ANOVA consiste en calcular la media de cada uno de los gru-
pos para a continuacién comparar la varianza de estas medias (intervarianza) frente a la varianza
promedio dentro de los grupos (intravarianza).

Bajo la hipétesis nula de que las medias de los grupos pertenecen todas a la misma poblacién,
es decir, que tienen todas la misma varianza y son la misma media, se va a obtener que la varianza
ponderada entre grupos serd la misma que la varianza promedio dentro de los grupos. Conforme
las medias de las categorias estén mas alejadas las unas de las otras, la varianza entre medias se
incrementard y dejard de ser igual a la varianza promedio dentro de los grupos.

Usualmente, los resultados del ANOVA se reflejan en una tabla caracteristica llamada “tabla
ANOVA”. La figura 23 muestra un ejemplo en la aplicacién a este estudio.

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0,691173333 4 0,172793333 10,02281516 0,001586056 3,478049691
Dentro de los grupos 0,1724 10 0,01724
Total 0,863573333 14

Figura 23: Ejemplo real que muestra los datos que contiene una tabla ANOVA.

La estrategia para poner a prueba la hipdtesis nula consiste en obtener el valor F que refleja
el grado de semejanza existente entre las medias que se estan comparando. Cuanto mas alto sea
F, mas estan relacionadas las variables, lo que significa que las medias de la VD difieren o varian
mucho entre los grupos de la VI.

Para obtener este valor es necesario tener en cuenta algunas definiciones.

Se va a considerar Y la variable dependiente; J el nimero de grupos considerados, cada uno co-
rrespondiente a un factor distinto; ni,ne, ...,ns seran los tamanos de cada muestra y n = 23121 n;
el tamano muestral total; y por ultimo, Y;; que es el valor de VD correspondiente al grupo j

(G=1,2,., J yi=1,2..n;).

Para contrastar la hipétesis nula introducimos los conceptos de media cuadratica intergrupos
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(CMEg) y de media cuadrética intra-grupos (CMp), que vienen dados por las expresiones:

T (Vs — T2
ony = T2 V) ™

J nj V)2
_ S En0 T &

Donde fécil identificar la suma de cuadrados entre grupos (SCg) y la suma de cuadrados dentro de
grupos (SCp) en el primer y segundo numerador, respectivamente. Al igual que también se pueden
identificar en los denominadores los grados de libertad asociadas a dichas sumas.

CMp

El estadistico prueba que utiliza ANOVA para contrastar la hipdtesis nula planteada se construye
a partir de los conceptos anteriores y viene dado por la expresion:

J _
Zj:1 nj (ijy)z

CMpg J—1
Fjy_ n—J = = n; > 9
I T CMp T O 0 %) ©
n—J

Suponiendo cierta Hy , este estadistico sigue una distribucién F' de Snedecor con J — 1y n —J
grados de libertad, por lo que dado un nivel de significacién «, la region critica para el cum-
plimiento de dicha hipétesis vendra determinada por los valores tales que F' > F}:ﬁn_ s> siendo

PIF<F; ¢, JJ=1-a

Estos cédlculos se pueden realizar con programas especializados para este tipo de anélisis. Ademas,
la tabla ANOVA que proporcionan algunos programas como el Excel que es el que se ha utilizado
en este trabajo, viene incluido el p-valor asociado al estadistico prueba, lo que facilita la toma de
decision en relacién a la aceptacién o rechazo de la hipdtesis nula. Si se trabaja con un nivel de
significacién del 5%, como se ha hecho en este caso, aceptaremos como valores que rechacen la
hipétesis nula aquellos que tengan un p-valor mayor que 0, 05, mientras que cumplirdn Hy aquellos
que su p-valor sea mayor que dicho valor. En la figura 23 se puede observar que el p-valor obtenido
es tal que 0,001586056 < 0,05 y por tanto, los grupos seleccionados cumplen H, asegurando que
al menos dos de ellos presentan diferencias significativas en sus valores medios [21], [22], [23], [24].
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