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Introduccion

I.1.Nanotecnologia y nanomedicina.

El ser humano ha mostrado a lo largo de toda la historia una gran habilidad a la hora de
modificar la naturaleza a gran escala para lograr beneficiarse de esta. Ejemplo de ello son
algunas construcciones como las piramides de Egipto, la gran muralla China o el Empire
State. Sin embargo, no queda muy bien definido el momento exacto en el cual se
empezaron a aprovechar las ventajas de las dimensiones nanométricas de los materiales.

Los primeros registros constan en el siglo IV a.C., con los vidrieros romanos y la fabricacion
de cristales coloreados que contenian nanoparticulas de metales, como las que se
encuentran vidrieras de ciertas catedrales (Catedral de Notre Dame en Paris) o la copa de
Licurgo (museo britanico en Londres), compuesta de vidrio de sosa y cal, conteniendo
nanoparticulas de oro y plata. Estas nanoparticulas le confiere ese cambio de color de
verde a rojo cuando se le introduce una fuente luminosa en su interior (Figura 1).’

No fue hasta tiempos mas recientes donde se empez6 a poner un mayor interés en esta
fascinante area. En 1959 Richard Feynman con su famosa conferencia titulada “There is
plenty of room at the bottom”, proporciond un despertar en su desarrollo gracias a la
proposicion de manipular los atomos individualmente para poder construir pequefias
estructuras que poseyeran la mayor variedad de propiedades posibles.

No obstante, no seria hasta 1974 cuando se crearia el concepto “Nanotecnologia” por el
profesor japonés Taniguchi Norio de la Universidad de Ciencias de Tokio, el cual decia: 23

“La nanotecnologia consiste en el procedimiento de separacion, consolidacion y
deformacién de materiales atomo por atomo o molécula por molécula”

19
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Figura 1. Color cambiante de la copa de Licurgo debido a la introduccién de una fuente luminosa.

Sin embargo, el verdadero desarrollo de la nanotecnologia sucedi6 en los afios 80, con la
aparicion y el avance de nuevas técnicas mas apropiadas para el estudio y fabricacién de
nanoestructuras, como el microscopio de efecto tunel (Sanning Tunneling Microscope,
STM),* el microscopio de fuerzas atomicas (Atomic Force Microscope, AFM),® la difraccion
de rayos X (DRX)® o el microscopio electronico de transmision (Transmission Electron
Microscopy, TEM).” Gracias a ello, se fueron descubriendo nuevos materiales con
propiedades unicas, de los cuales surgian multitud de aplicaciones en diferentes campos
como la dptica, la medicina, la cosmética, la construccion o la industria alimentaria.

El término “Nanotecnologia” se refiere al desarrollo de la investigacion de materiales,
aparatos y sistemas funcionales a una escala nanométrica. Un nanémetro (nm) supone la
mil millonésima parte de un metro y actualmente tiene la aceptacion en el Sistema
Internacional de Unidades (Sl). Esta escala estda muy cercana al tamafio de atomos y
moléculas, un nandmetro seria aproximadamente diez veces la longitud de un enlace
simple C-C o el grosor de una doble hélice de ADN (2,2-2,6 nm) (Figura 2).8°

Esta nueva rama de la ciencia involucra areas fundamentales como son, los minerales y la
agroindustria, los dispositivos médicos y salud, la energia y medio ambiente, los materiales
y su fabricacion, la electrénica y la informacion y comunicaciones.

Sin embargo, las areas donde mas se han aplicado estos avances han sido la informatica,
la biologia y la construccion.™

20
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Figura 2. Representacion grafica de la escala de dimensiones.

La nanotecnologia trabaja generalmente con dispositivos en una escala entre 0,1 y 100
nm, aunque dependiendo de la aplicacion, puede cambiar esta denominacion. Segun
Agencia Estatal Americana de Investigacion y Nanotecnologia, la US National
Nanotechnology Iniciative (NNI): “ la nanotecnologia tiene interés por los materiales y
sistemas cuyas estructuras y componentes exhiben nuevas propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas significativamente mejoradas, asi como los fendmenos y procesos debidos a
su escala nanometrica”."!

Una definicidbn general para acufiar este término debe de implicar los siguientes
constituyentes interrelacionados entre si:

¢ Dimensiones a nanoescala de todo el sistema o de los componentes principales.

¢ Uso de materiales sintéticos y con caracteristicas unicas que surgen debido a su
tamafio nanoscoépico.?

La irrupcién de la nanotecnologia con aplicacion en el campo de la medicina, tanto en
terapia como diagndstico, ha dado lugar a una nueva disciplina denominada nanomedicina.
El objetivo principal de esta, se centra en el desarrollo de nuevas herramientas que
permitan diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades y traumatismos, aliviar el dolor,
preservar y mejorar la salud humana.™

Literalmente, nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia a la medicina, y aunque
bien es cierto que esta relacionado en ciertos aspectos con la nanobiotecnologia, estas se
diferencian en que la primera se centra en las aplicaciones de los conceptos de la
nanotecnologia a la medicina, mientras que la segunda abarca toda la investigacion basica
a nivel nanoscopico sobre sistemas bioldgicos.

21
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La medicina molecular, sin embargo, parte de un enfoque bioquimico mas convencional
donde el enfoque basico es eliminar las células enfermas mas rapido que las células sanas.
La nanomedicina intenta utilizar enfoques mas sofisticados para matar células especificas
o repararlas mediante el uso de biosensores.

Por lo tanto la nanomedicina no solo necesita aplicar y adoptar conceptos de
nanotecnologia, si no que al mismo tiempo necesita aportar informacién a la
nanotecnologia de manera que ambos campos se desarrollen paralela y conjuntamente.™

Los primeros datos de aplicacion de la nanotecnologia en medicina se describieron por
primera vez en la década de los 60, con el desarrollo de los primeros sistemas de
administracion controlada de farmacos (ACF), basados en la encapsulacion de farmacos
en liposomas. En la actualidad ya se han descrito y aprobado una serie de nuevas
nanoestructuras de diferente naturaleza para su aplicaciéon en medicina.'>'” Entre ellos
cabe destacar nanosistemas inorganicos como nanoparticulas (NPs) de silice o metalicas,
organicos como polimerosomas, nanoparticulas poliméricas o hidrogeles y materiales
hibridos. Algunos ejemplos de estas nanoestructuras comerciales aprobadas por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) con aplicacién en medicina se pueden
observar en la tabla 1.

Las areas de trabajo principales de la nanomedicina son:

+ El nanodiagnéstico, que consiste en el desarrollo de sistemas de analisis y de imagen
para detectar una enfermedad o un mal funcionamiento celular en los estadios mas
tempranos posibles tanto in vivo como in vitro.

¢ La nanoterapia, que pretende dirigir nanosistemas activos que contengan elementos
de reconocimiento para actuar o transportar y liberar medicamentos exclusivamente en
las células o zonas afectadas, a fin de conseguir un tratamiento mas efectivo,
minimizando los efectos secundarios.

¢ La medicina regenerativa, que tiene como objetivo reparar o reemplazar tejidos y
organos dafiados aplicando herramientas nanotecnoldgicas. 20

22



Tabla 1. Nanoestructuras comerciales aprobadas por la FDA.

NANOESTRUCTURAS COMERCIALES

Introduccion

Material Nombre Estructura A
. e Efecto terapéutico
empleado comercial quimica
Inmunomodulador
Copaxone® Acetato de glatiramero contra la esclerosis
multiple
ADN recombinante de E. Neutropenia producida
Neulasta® . L . . )
NPs Coli con polietilenglicol por la quimioterapia
oliméricas Plegridy® Interferon gamma beta-1° Esclerosis multiple
P gricy PEGilado P
Factor VIII antihemofilico .
Adynovate® PEGilado Hemofilia A
Eligard® Acido polilactico-co- Cancer de prostata
glicolico
Micelas ., . Sintomas vasomotores
- Estrasorb® Emulsion de estradiol .
poliméricas de la menopausia
Onivyde® I.rlnotecan Cancer de pancreas
liposomal
NPs Doxil® Doxorrublcpa liposomal Sarcoma de Kaposi
liposomales PEGilada
P Ambisome® Anfotericina B liposomal Antifungico
, - Degeneracion macular
Visudyne® Verteporfina liposomal asociada a la edad
Abraxane® Paclltaxgl I.|gado a C’ancer de mam?,
NPs albumina pancreas y pulmon
proteicas Ontak® Denileukin difititox Antagonista del receptor
de IL-2
Feraheme® Ferumoxytol _
Tratamiento de la
Feridex® Ferumoxidos anemia en pacientes
. Nl?s. Venofer® Hierro sacarosa que t|enen.enfermedad
inorganicas renal o pacientes que no
Ferrlecit® Gluconato férrico pueden tomar hierro via
oral
Dexferrum® Hierro Dextran
Rapamune® Sirolimus Inmunosupresor
NPs Tricor® Fenofibrate Reducn_r G.}I c;o]esterol y
C triglicéridos
cristalinas ,
. Antagonista del receptor
Emend® Aprepitant .
de la neurocinina 1
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l.2.Nanomateriales.

Los materiales de tamafo nanométrico presentan propiedades morfolégicas mas
pequefas que un micrometro en al menos una de las tres dimensiones, a pesar del hecho
de que no hay consenso sobre el tamafio minimo o maximo de un nanomaterial.?!

En la actualidad existen varios criterios para establecer una categorizacién dentro de los
nanomateriales. Una de estas se basa en la clasificacion segun sus dimensiones o la de
alguno de sus componentes. De tal forma que se establecen cuatro categorias: 0D, 1D, 2D
y 3D, indicandose con esta nomenclatura el nimero de dimensiones de la nanoestructura
qgue superan el rango de la nanoescala.

De este modo, y segun la definicion inicial de nanomaterial no deberian incluirse en la
categoria de nanoestructura/nanomaterial los materiales clasificados como 3D, ya que
todas sus dimensiones seran mayores de la nanoescala. Sin embargo, se consideran
materiales nanoestructurados 3D a aquellos en los que se utilizan nanoestructuras 0D, 1D
0 2D como “bloques de construccion” para crear la nanoestructura 3D. En este caso, los
“bloques de construccién” deben de replicarse en las 3 direcciones del espacio de forma
ordenada (Figura 3).1922

CLUSTERS NANOTUBOS, FIBRAS LAMINAS POLICRISTALES
oD Y VARILLAS 2D 3D
1D

..l
N

- o= -~ 1 N
“ "v" ¢ e
&ﬁ"’{:‘ % ” :"{{ }g ©
Lf‘;if; «!,_ d’“‘?: [

FULERENOS NANOTUBOS GRAFENO  GRAFITOY DIAMANTE

Figura 3. Clasificacion de nanomateriales de acuerdo con sus dimensiones.

La sintesis o fabricacion de estos materiales nanométricos se puede llevar a cabo mediante
dos estrategias que no difieren excesivamente de las técnicas tradicionales en la
fabricacion de dispositivos a tamano microscépico. Ambas aproximaciones son
diametralmente opuestas, por un lado, tenemos las técnicas descendentes “top-down” y
por otro las técnicas ascendentes o “bottom-up”.
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La técnica “top-down” utiliza medios fisicos o quimicos para moldear y/o esculpir el
dispositivo deseado partiendo de una pieza mayor. Es un método muy exigente, pero a su
vez muy eficaz para la fabricacién de dispositivos de este tamafio y requiere el uso de
técnicas con precisiones nanométricas. Este tipo de técnicas de fabricacion se originaron
como una continuacion de las técnicas de microfabricacion utilizadas en la industria de
semiconductores, y se basan principalmente en métodos Opticos o fotolitograficos. Esta
técnica permite hacer grabados mediante radiacion UV o laser o bien imprimir patrones de
apenas nanoémetros de anchura de diferentes materiales sobre una lamina fina de otro
material mediante el uso de puntas de AFM. Sin embargo, presenta una limitacion a la hora
de construir los dispositivos ya que depende de la longitud de onda que se aplique al
material.

La técnica “bottom-up’ parte de unidades basicas que se ensamblan entre ellas para
construir un dispositivo mayor. Esta es la técnica que utiliza la naturaleza para ensamblar
pequenas unidades estructurales como nucleétidos o aminoacidos con un control
estructural, construyendo asi nanomateriales con formas, propiedades y funciones muy
definidas. Esta metodologia tiene el potencial de generar dispositivos funcionales
multicomponentes mediante el ensamblaje controlado de atomos y moléculas, sin
desperdicio ni necesidad de fabricar o eliminar partes del sistema.

Sin embargo, a pesar de que la técnica fop-down es prometedora, a la hora de sintetizar
nanomateriales aun hay algunas limitaciones por resolver como la preparacion de la
superficie y el acondicionamiento para la deposicidon controlada de moléculas, el control de
las impurezas y la uniformidad del sitio o la calidad de los reactivos.

Normalmente, se combinan ambas técnicas para la sintesis de dispositivos nanométricos.
Primero con la aproximacion “top-down” se crean los materiales nanoestructurados en dos
dimensiones para construir mediante la aproximacion “bottom-up” la tercera dimension
(Figura 4).23-2%

a)

Figura 4. a) Representacion de la técnica DPN donde moléculas son depositadas desde la punta
del AFM a una superficie a través del menisco de agua (sintesis “Top-down”) y b) Estructura y
niveles de empaquetamiento del ADN (Sintesis “Bottom-up”).

25



Capitulo |

1.2.1. Nanoparticulas.

Las nanoparticulas se definen como dispersiones particuladas o particulas sélidas con
tamanio en el rango nanométrico, pudiendo presentar diferentes formas y composiciones.
Ademas, presentan propiedades fisicas, quimicas y biolégicas muy diferentes a las del
material que las compone a tamafio macroscopico.?6-2°

Tienen la caracteristica de poseer una estructura robusta y capacidad de adaptar sus
propiedades fisicas y quimicas mediante la variacién del tamafio, la forma y la composicion
de las mismas. Gracias a todas estas propiedades las nanoparticulas presentan un alto
potencial para su uso en aplicaciones meédicas, particularmente en diagnostico in vitro,
donde prometen una mayor sensibilidad, velocidad de diagndstico y rentabilidad de los
ensayos.30-32

Generalmente, las nanoparticulas se clasifican en tres grupos, dependiendo de la
naturaleza del material que las componen.

¢ Nanoparticulas organicas: dendrimeros, micelas, liposomas.
¢ Nanoparticulas inorganicas: formadas por metales u 6xidos metalicos.

¢ Nanoparticulas basadas en el carbono: formadas unicamente por atomos de
carbono enlazados.

Dentro de esta clasificacion existe otra segunda dependiente de dos parametros, como son
la morfologia y el tamafio.3-3°

La sintesis de nanoparticulas se puede llevar a cabo mediante varios métodos clasificados
dentro de los métodos descritos anteriormente para sintesis de nanomateriales “top-down”
o “bottom-up”. La metodologia sintética elegida dependera de factores como el rendimiento
de la reaccion, el bajo coste y el uso de las nanoparticulas a sintetizar (Figura 5).

Por un lado, dentro del método sintético “top-down” se encuentran los siguientes tipos de
sintesis:

¢ Fresado mecanico: Se realiza mediante una molienda de diferentes elementos en una
atmosfera inerte. De este grupo es el método mas utilizado.*®

¢ Nanolitografia: Se realiza mediante un proceso de impresion de una forma o estructura
en un material sensible a la luz que elimina selectivamente una porcion de material para
crear la forma y estructura deseadas.®

¢ Ablacidn laser: Se realiza mediante erradicacion de un metal sumergido en un liquido.
Es un método comun para la produccidn de nanoparticulas a partir de varios
disolventes.®

¢ “Sputtering”: Se lleva a cabo mediante la deposicion de nanoparticulas en una
superficie mediante la expulsion de particulas al chocar con iones.*®

¢ Descomposicion térmica: Se lleva a cabo mediante una descomposicidén quimica
endotérmica producida por el calor que rompe los enlaces quimicos en el compuesto.*°
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MESGODO! METODO
SNOPHOWNE “BOTTOM-UP”
MATERIAL ATOMOS

POLVO CLUSTERS

\ 4

NANOPARTICULAS

Figura 5. Proceso de sintesis de nanoparticulas.

Por otro lado, dentro del método sintético “bottom-up” se engloban los siguientes tipos de
sintesis:

¢

Sol-gel: Se lleva cabo mediante un proceso quimico que contiene una soluciéon quimica
que actua como precursor de un sistema integrado de particulas discretas. Es el
método mas utilizado dentro de esta clasificacion debido a su facilidad y buen
rendimiento.*!

“Spinning”: La sintesis se realiza mediante un reactor de disco giratorio (SDR,
spinning disc reactor).*?

Deposicion de vapor quimico (CVD, Chemical Vapour Deposition): La sintesis se
lleva a cabo mediante la deposicion de una pelicula delgada de reactivos gaseosos
sobre un sustrato, creando una fina capa de producto que se recupera y utiliza.*®

Pirolisis: Se lleva a cabo quemando un precursor con llama. Es el método mas
utilizado en la industria para produccién a gran escala.**

Biosintesis: Se lleva a cabo mediante bacterias, extractos de plantas, hongos, etc.
junto con precursores de nanoparticulas, en lugar de productos quimicos
convencionales, dando un enfoque ecoldgico y respetuoso con el medio ambiente.*®
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Para poder emplear las nanoparticulas sintetizadas en diferentes aplicaciones, es
necesario llevar a cabo una exhaustiva caracterizacién de las mismas, donde se
determinen parametros tales como: el tamano, la homogeneidad, el area superficial, la
composicion, la morfologia y carga superficial, la concentracion y la estructura cristalina. El
método de caracterizacion variara, dependiendo de la fase en la que se obtenga la muestra,
solida, dispersion coloidal o gaseosa (Tabla 2).46-48

Tabla 2. Métodos de caracterizacion de nanoparticulas segun su fase.

Caracteristicas

Tamaio

Area superficial

Composicion

Sodlidas

Microscopia
electrénica y
difraccion laser

Isoterma de BET

XPS y analisis por
digestion quimica

NANOPARTICULAS
Dispersion
coloidal
Espectroscopia de
correlacion de
fotones y
centrifugacion
RMN
Espectrometria de
masas con previa
digestion quimica,
Espectroscopia de
emision atébmica y

Gaseosa

SMPS y contador
Optico de particulas

SMPS y DMA
Espectroscopia de

las particulas
recolectadas

Cromatografia

idnica
Captura de
s . articulas
Analisis de Deposicion por P i
. . . , electrostaticamente
Morfologia de la imagenes de microscopia , .,
. . . , . o por filtracion para
superficie micrografias electronica en una .,
- . imagenes por
electronicas superficie . .
microscopia
electronica
Carga superficial Potencial-Z Potencial-Z DMA
Rayos X o
Estructura : y .
C difraccién de - -
cristalina
neutrones
Concentracion - - CPC

SMPS: Escaner de Movilidad de Tamafio de Particula, DMA: Analizador de Movilidad Diferencial y
CPC Contador de Condensacion de Particulas.

1.3. Nanoparticulas para diagnéstico in vitro.

Las pruebas de diagnéstico in vitro son un componente crucial en la atencién clinica ya que
se realizan sobre muestras biolégicas como sangre, orina o tejido, evitando asi la accion

directa sobre el propio paciente.
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Presentan ventajas como el diagnostico accesible sin cirugias invasivas, un diagnéstico
temprano y facilidad en el tratamiento de enfermedades graves.*

Existe por tanto una necesidad constante de mejorar el rendimiento (sensibilidad y
especificidad) de estos ensayos in vitro, asi como de desarrollar estrategias innovadoras
frente a los nuevos desafios. En este contexto, las caracteristicas de las nanoparticulas las
hacen ser candidatas prometedoras para el desarrollo de nuevos ensayos.

La gran relacion superficie/volumen presente en este tipo de materiales, permite la
integracion de una gran cantidad de biomoléculas en una sola nanoparticula. Este hecho,
sugiere potencialmente una deteccion de analitos patolégicamente relevantes con una
sensibilidad muy alta, lo cual se puede traducir en una mejora del diagnéstico de
enfermedades, optimizando asi el prondstico de muchos pacientes gracias a un diagndstico
precoz. Ademas, el tamafio de las nanoparticulas esta en el mismo rango que el de muchas
biomoléculas (como anticuerpos u oligonucleétidos) facilitando su interaccion.3'°°

Las nanoparticulas que actualmente presentan mayor interés en el campo de diagndstico
in vitro son las inorganicas, especialmente las de oro (AuNP), los quantums dots (QD) y las
superparamagnéticas (FexOy).

Los criterios para clasificar las nanoparticulas con el fin de destinarlas al desarrollo de
diagnésticos in vitro son el parametro a detectar o el tipo de nanoparticula. Dependiendo
de estos parametros, podemos clasificar los diferentes ensayos usados hoy en dia como:

¢+ Ensayos basados en nanoparticulas fluorescentes:

Existen una gran variedad de métodos para desarrollar nanoparticulas fluorescentes que
actian como sensores para diferentes moléculas. En este sentido, se han introducido
fluoréforos organicos en las nanoparticulas, ya sea como parte de la estructura o
encapsulados dentro de ellas. Un ejemplo de estos sistemas son las denominadas
“Encapsulated By Biologically Localized Embedding” o PEBBLEs, cuyo funcionamiento
esta adaptado para poder detectar cambios de pH, concentracion de oxigeno y temperatura
entre otros, mediante un cambio de fluorescencia tras la exposicion a un estimulo
concreto.5"%2

Los quantums dots (QD) también se han estudiado muy a fondo para esta aplicacion, ya
que presentan una fotoestabilidad mucho mas alta y una banda de emisién mucho mas
estrecha que los fluoréforos organicos. Gracias a estas caracteristicas, son utilizados como
marcadores en inmunoensayos, en tinciones para inmunohistoquimica e imagenes
celulares. Ademas, el hecho de que multiples QD puedan ser excitados por una sola
longitud de onda los hace aptos para diagnostico multiple.32:53-%

¢+ Ensayos basados en nanoparticulas plasménicas:

Las nanoparticulas plasmoénicas han sido ampliamente evaluadas para desarrollar
sistemas de diagndstico in vitro, principalmente basados en nanoparticulas de oro (AuNP),
ya que presentan propiedades Opticas Unicas, como la resonancia de plasmoén de superficie
(LSPR).

29



Capitulo |

Al tratarse de un fendémeno superficial, cualquier cambio en la superficie de la nanoparticula
inducira un cambio en las propiedades Opticas de la misma, que sera posteriormente
detectado por un método colorimétrico, dando informacion sobre la concentracién del
analito presente en el medio. También se han desarrollado nanosensores de oro para
determinar biomoléculas debido a la agregacién de nanoparticulas cuando el analito esta
presente en la muestra. EI cambio en el tamano y la forma de las nanoparticulas debido a
la agregacioén induce un cambio en el pico LSPR de una magnitud tal que generalmente es
detectable a simple vista. 5658

Este tipo de nanoparticula se utiliza también para el desarrollo de nanosensores gracias a
las propiedades que le confiere la interacciéon con fluoréforos. Igualmente, se pueden
utilizar para desarrollar métodos de deteccion electroquimicos sensibles junto con ensayos
enzimaticos.%%6°

Las principales aplicaciones de este tipo de nanoparticulas estan basadas en el diagnéstico
por imagen, los inmunoensayos y el diagnéstico molecular.

+ Ensayos basados en nanoparticulas superparamagnéticas:

Las nanoparticulas superparamagnéticas (FexOy) producen un momento magnético
extremadamente grande, resultado del acoplamiento de muchos espines atomicos en
presencia de un campo magnético externo, al contrario de lo que pasa en una sustancia
paramagnética normal.

Para asegurar la biocompatibilidad de las nanoparticulas superparamagnéticas, estas se
recubren de un material como silice o polietilenglicol, pudiendo asi modificar su superficie
mediante la unién de ligandos apropiados (anticuerpos, proteinas u oligonucleétidos).

Este tipo de nanoparticulas se suele emplear para inmunoensayos multiplex y como
agentes de contraste en la formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI), donde
presenta una susceptibilidad magnética mucho mayor que los agentes de contraste de MRI
convencionales, como el gadolinio.®'-%4

1.4 Diagnéstico in vitro de alergias.

Dentro del ambito sanitario, uno de los grandes desafios actuales es el diagndstico de
reacciones alérgicas, mas concretamente reacciones alérgicas a farmacos, debido a la
peligrosidad de los métodos in vivo, y a la baja sensibilidad de los métodos in vitro
actuales %566

Para el desarrollo de nuevas pruebas in vitro, es fundamental el conocimiento de los
mecanismos por los cuales se produce una reaccion alérgica.

1.4.1. Alergias.

Segun la Organizacién Mundial de Alergia (WAO), alergia es una reacciéon de
hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunolégicos.®”
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Este término fue descrito por primera vez por Guido Von Pirquet para describir respuestas
inmunitarias tanto protectoras del huésped como potencialmente dafiinas.®®

Los mecanismos de hipersensibilidad mas frecuentes por los que se desarrolla una
respuesta alérgica son los mediados por anticuerpos inmunoglobulinas E (IgE), las cuales
estan presentes en todos los individuos. Estos anticuerpos presentan la propiedad de
unirse a través de receptores de alta afinidad a la superficie de algunas células del sistema
inmunitario, como mastocitos, presentes en algunos tejidos, y basofilos presentes en el
torrente sanguineo. Al igual que otras inmunoglobulinas, intervienen en la respuesta
inmune especifica al reconocer un agente extrafio potencialmente peligroso.

La respuesta alérgica se desencadena debido a una reaccién de ciertos componentes del
sistema inmunolégico contra una sustancia extrafia, que para la gran mayoria de los
individuos es inofensiva. Esto induce a una serie de mecanismos que dan lugar a la
liberacion de mediadores inflamatorios.

Estos mecanismos comienzan con el procesado del alérgeno por las células dendriticas y
su posterior activacion. Estas células dendriticas activadas son las encargadas de
promover la activacion de linfocitos B especificos del alérgeno, los cuales induciran la
produccion de IgE especifica al alergeno. La IgE queda presente en todo el organismo
incluyendo la superficie de mastocitos y baséfilos. A este proceso se le denomina etapa de
sensibilizacion de la alergia (Figura 6).

Posteriores entradas del alérgeno en el organismo dara lugar a la captacién de éste por las
IgE en los receptores de la superficie de las células (mastocitos o basdfilos), liberando
mediadores de reacciones inflamatorias responsables de la sintomatologia de las
reacciones alérgicas (Figura 6).5%70

Existen dos tipos de reacciones alérgicas, las denominadas inmediatas que se producen
en un periodo de 15 minutos desde que el alérgeno entra en contacto con el organismo y
las denominadas tardias, que se producen horas después de que el alérgeno entre en
contacto con el organismo.

En el caso de la respuesta tardia, la sintomatologia es causa de la liberaciéon de mediadores
dando lugar a la fiebre del heno, el asma, las reacciones a alimentos y los eccemas. Sin
embargo en el caso de la inmediata el alérgeno llega a la circulacidon sanguinea, los
basodfilos se activan y manifiestan la poco comun pero muy peligrosa reaccion de
anafilaxis.”

Debido a la peligrosidad de los sintomas causados por las reacciones alérgicas, el correcto
diagnéstico de éstas es de vital importancia.

En la mayoria de los casos, el diagndstico de una enfermedad alérgica se basa en una
historia clinica detallada y una prueba de sensibilizacion, ya sea in vivo o in vitro, a un
alérgeno relevante y concordante con la historia clinica.

Normalmente, las pruebas mas utilizadas son las in vitro ya que no suponen un riesgo para
el paciente. Sin embargo, en algunos casos este tipo de pruebas no son suficientes para
obtener un buen diagndstico debido a sus limitaciones.®6:"2
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1° Etapa: Sensibilizacion

Alérgeno

1/

Linfocito B
activado

Linfocito
B
inmaduro
Célula Mastocito o Basofilo
dendritica sensibilizado.

2° Etapa: Reaccion alérgica

d

Posterior entrada
del alergeno

Histamina

Figura 6. Representacion del mecanismo de reaccion de la alergia.

1.4.2. Alergias a farmacos:

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las reacciones adversas a farmacos
(RAF) se definen como toda respuesta nociva y no intencionada a un farmaco que ocurre

en dosis terapéuticas.”™

Este tipo de reacciones se clasifican en dos tipos principales:

¢ Reacciones Tipo A: Son dependientes de la dosis, predecibles y estan relacionadas

con la actividad farmacolégica del medicamento. Este tipo es el mas frecuente.
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¢ Reacciones Tipo B: No son dependientes de la dosis, impredecibles y no estan
relacionadas con la actividad farmacologica del medicamento. Aparecen Unicamente
en ciertos individuos (10-15% de las reacciones adversas a farmacos).”

Las reacciones adversas a farmacos con base inmunolégica han sido clasificadas segun
distintas caracteristicas de éstas, como el tiempo de aparicién o el mecanismo subyacente.

Bernad B. Levine, en 1966, realizé una clasificacion dependiendo del tiempo de aparicion
de los sintomas clinicos tras la toma del farmaco. Esta clasificacion tomé su nombre,
llamandose clasificacion de Levine, y consta de tres tipos: La reaccién inmediata, la
acelerada y la tardia.

¢ Las reacciones inmediatas: se presentan en la primera hora tras la administracion del
farmaco y son mediadas por IgE.

¢ Las reacciones aceleradas: se presentan entre 1y 72 horas tras la administracion del
farmaco y el mecanismo no esta aun claro.

¢ Las reacciones tardias: se presentan a partir de 72 horas después de la toma del
farmaco y son mediadas por células T.”

Philip George Houthem Gell y Robin Coom, en la misma década, propusieron otra
clasificacién basada en los mecanismos fisiolégicos implicados. Se proponen cuatro
mecanismos principales por los cuales se desencadena una reaccion alérgica.

¢ Las reacciones tipo I: Este tipo de reacciones son las desencadenadas por la
interaccion de un antigeno y un anticuerpo IgE unido a receptores de superficie de
mastocitos y basodfilos. Se corresponden con las reacciones inmediatas descritas
anteriormente. Causan principalmente urticaria, anafilaxis y asma.

¢ Las reacciones tipo IlI: Este tipo de reacciones son mediadas por inmunoglobulinas
G, M (IgG e IgM) y, en menor medida la A (IgA). Las cuales reconocen antigenos unidos
a la membrana de eritrocitos, neutréfilos plaquetas y células epiteliales de glandulas o
mucosas desencadenan la reaccion alérgica.

¢ Las reacciones tipo lll: Este tipo de reacciones son producidas cuando se dan
reacciones de los anticuerpos en la sangre, que da como resultado la formacién de
complejos antigeno-anticuerpo que se depositan en las membranas basales glomerular
y/o pulmonar.

¢ Las reacciones tipo IV: Este tipo de reacciones son mediadas por linfocitos T, no por
anticuerpos. Corresponden a las reacciones tardias de la clasificacion de Levine.”®

El hecho de que la gran mayoria de individuos que toman farmacos no desarrollen una
reaccion inmunolégica pese a ser moléculas extranas, pone de manifiesto la existencia de
tolerancia inmunolégica generada frente a moléculas exdgenas inocuas. Esto indica que
las reacciones alérgicas a farmacos se producen en situaciones en las que el sistema
inmunoldgico reconoce especificamente a estas estructuras y en lugar de generar una
respuesta de tolerancia, desencadena una respuesta efectora frente a ellas, generando
dafio en los tejidos diana donde el farmaco puede ser reconocido por el sistema
inmunolégico. Dicha respuesta inmunitaria conlleva a una memoria inmunoldgica, por lo
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que en posteriores ingestas del farmaco la respuesta sera mas rapida y efectiva que en el
primer contacto.”’

En el caso de reacciones adversas a farmacos mediadas por IgE el mecanismo puede
explicarse por la “hipdtesis del hapteno”, propuesta por Karl Landsteiner.’®

Segun esta hipdtesis, moléculas de bajo peso molecular solo pueden inducir una reaccion
alérgica cuando se unen a una molécula portadora de suficiente tamano. Por norma
general, el hapteno se une a proteinas enddgenas formando el conjugado Hapteno-
Portador (H-P) que si es capaz de inducir la reaccion alérgica (Figura 7).79:8°

+ —_
Moljcula Molécula Conjugado

€ transportadora hapteno-portador
Hapteno

Figura 7. Formacion del complejo hapteno portador.

Este tipo de reacciones adversas a farmacos estan mediadas por anticuerpos IgE
especificos. Su actividad bioldgica se manifiesta mediante su unién a receptores de alta 'y
baja afinidad (FceR) en mastocitos y basdfilos, donde induce la liberacién de mediadores
de la inflamacién, dando lugar a los sintomas de la alergia. Estos sintomas pueden causar
problemas graves como la anafilaxia y reacciones alérgicas cutaneas graves provocando
la muerte o dejando secuelas graves.®®

1.4.3. Test de deteccion in vitro de alergias a farmacos.

Las reacciones adversas a farmacos (RAF), representan un problema importante en la
poblacién debido a las dificultades presentes en el diagnéstico de estas. Este diagndstico
se basa en la realizacion de una correcta historia clinica, donde se deben recoger de forma
detallada todos los farmacos que se han tomado previa a la reaccion, el intervalo de tiempo
entre la reaccion y la toma de dichos farmacos y el nimero de dias que el paciente esta
tomando el o los medicamentos previos a la aparicién de la reaccion. El alergélogo debe
recoger la maxima informacion, ya que esto va a condicionar las pruebas diagndsticas que
se indiquen y las orientaciones pronosticas y terapéuticas subsiguientes.

Las pruebas diagndsticas “in vivo” e “in vitro” que se realizan en la practica clinica son:
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Pruebas “in vivo™

¢

Test cutaneos: Se basan en el contacto del alérgeno a estudiar con la piel del paciente
mediante una pequefa deposicion intradérmica. Se consideran el método in vivo mejor
validado para diagnosticar alergias, aunque no esta estandarizado para todos los
farmacos. Muchas pruebas necesitan altas concentraciones del alérgeno, dando falsos
positivos debido a las propiedades irritantes intrinsecas del alérgeno.®'

Provocacioén de la reaccién alérgica: Se basan en la ingestién del paciente de una
cierta cantidad del alérgeno a estudiar. Es la prueba definitiva para diagnosticar a un
paciente, pero presenta muchos riesgos y consume mucho tiempo y recursos.®?

Pruebas “in vitro™

¢

Inmunoensayos:

Los inmunoensayos son un tipo de prueba utilizada en diagnostico para detectar o
cuantificar una sustancia especifica mediante una reaccion inmunoldgica. Su deteccion se
basa en la unién de anticuerpos IgE especificos, mediante incubacién, con el antigeno de
intereés.

En el contexto del diagndstico de alergias, los inmunoensayos mas utilizados son:

% ImmunoCap-FEIA (Fluoroenzimo-inmunoanalisis):

Es el unico método comercial validado en laboratorios de rutina para diagndstico de
alergias.

Para llevar a cabo este inmunoensayo se utilizan unos kits comerciales (capsulas) que
contienen el alérgeno a estudiar unido covalentemente a una fase sélida.

Esta fase sdlida consiste en un polimero de celulosa hidréfilo altamente ramificado al
que se le unen covalentemente conjugados del alergeno (farmaco) con poli-L-lisina
(PLL), para formar el conjugado H-P.

Al realizar este tipo de test, el suero del paciente a diagnosticar se afiade a esta capsula
comercial, permitiendo que se produzca el reconocimiento molecular entre la IgE
especifica del suero (si esta presente, es decir, si el paciente es alérgico) y el complejo
hapteno-portador anclado en la superficie del soporte sélido.

Tras el proceso de incubacion, la capsula se somete a procesos de lavado.
Posteriormente, la fase sélida (que contendra la IgE del suero del paciente que se ha
unido) se incuba con un anticuerpo secundario anti-lgE, que contiene una enzima que,
tras la adicion posterior de un determinado sustrato, genera un compuesto fluorescente.

Finalmente, tras detener la reaccién entre la enzima y el sustrato, se mide la
fluorescencia. La medida de fluorescencia se relaciona directamente con el contenido
de IgE especifica en el suero del paciente. Si la sefial de fluorescencia supera un valor
establecido (=0,1) se diagnosticara al paciente como alérgico al farmaco en cuestion.

Aunque es una de las técnicas mas utilizadas en todo el mundo, presenta algunas
limitaciones, sobre todo en el caso de alergias a farmacos, como falsos positivos,
debido a otro tipo de antigenos presentes, o falsos negativos, debido a la poca cantidad
de IgE presentes en este tipo de reacciones alergicas.®
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+ “Radio Allergo Sorbent Test” (RAST):

Para llevar a cabo este inmunoensayo se utilizan conjugados del farmaco con poli-L-
lisina (PLL), acoplados covalentemente a discos formados por un polimero
tridimensional de celulosa que actia como fase sdlida.

En este caso, tras la incubacion de la fase solida con el suero del paciente a
diagnosticar, la fase sdlida se incuba con anticuerpos anti-lgE marcados con 1'%, La
cantidad de anticuerpos marcados, medida en términos de radiactividad, unidos a la
fase sélida con el farmaco acoplado es proporcional a la cantidad de anticuerpos
especificos IgE.

Hoy en dia esta técnica sélo se realiza en laboratorios especializados con fines de
investigacion. Ademas presenta limitaciones con pacientes que, a pesar de no ser
alérgicos, tienen niveles muy altos de IgE, dando falsos positivos, ademas de presentar
valores de RAST bajos en pacientes que, siendo alérgicos, tienen una cantidad elevada
de IgG, dando lugar a falsos negativos.?4&

¢ Test de activacion de basoéfilos (BAT):

Este método se basa en la capacidad de la IgE para inducir la activacion de baséfilos en
presencia de alérgenos en la sangre. Los basdfilos presentan en su membrana receptores
de anticuerpos IgE, que son los responsables de las reacciones alérgicas.

La diferenciacién de los basdfilos activados de los que no lo estan se realiza mediante la
utilizacion de anticuerpos con marcadores fluorescentes que reconocen una proteina
presente en la membrana de los granulos del baséfilo. Cuando el basdfilo se activa, la
membrana del granulo se une a la membrana de la célula y los granulos (que contienen los
mediadores responsables de las reacciones alérgicas) vierten su contenido al exterior. De
esta forma la membrana pasa a expresar la proteina. El porcentaje de células activadas
respecto a las que no lo estan se analiza mediante citometria de flujo.

El gran potencial que presenta esta técnica reside en la capacidad de replicar in vitro las
reacciones de hipersensibilidad tipo | que se desarrollan in vivo cuando el paciente alérgico
esta expuesto al alérgeno. Sin embargo, al utilizar sangre de pacientes en lugar de suero,
como en las anteriores técnicas, presenta una serie de limitaciones como la posibilidad de
obtener falsos positivos por la mala manipulacion de la muestra o almacenamiento
inadecuado, una exposicion inapropiada de las células con alérgenos mal identificados que
contienen componentes citotdéxicos o inhibidores o la aplicacién de concentraciones de
estimulacion citotdxica &

Las principales limitaciones a la hora de realizar un correcto diagnéstico de las
reacciones adversas a farmacos a través de pruebas in vitro, son la necesidad no solo de
la identificacion del farmaco culpable, sino también la investigaciéon de todas las estructuras
secundarias cuando el farmaco es metabolizado por el organismo. Ya que pueden darse
procesos de reaccion cruzada que desencadenan también la reaccién alérgica, como en el
caso de los antibidticos B-lactamicos.8’-8°
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El escaso conocimiento de la naturaleza del conjugado farmaco-portador en los conjugados
farmaco-proteina in vivo, puede explicar también el valor diagndstico subdptimo de ambas
metodologias (ImmunoCAP y RAST).

La estructura que adopta el farmaco tras unirse covalentemente a la proteina y la
naturaleza de la molécula portadora, unido a otros factores como el material utilizado de
fase solida, su funcionalizacion quimica y las técnicas de deteccion de sIgE también
influyen en la sensibilidad y especificidad de los inmunoensayos®°-°2

Con respecto a la naturaleza de la molécula portadora, esta presenta una gran importancia
en la deteccion de alergias in vitro, ya que su tamafo, su distribucién y la densidad de
hapteno capaz de soportar son factores claves para el reconocimiento molecular. Los
portadores tradicionales empleados en la formacion de estos conjugados son la Albumina
de Suero Humano (HSA) y el polipéptido Poli-L-Lisina (PLL).

La HSA es la molécula portadora clasica en ensayos in vivo, ya que los restos de lisina
presentes en su estructura reaccionan con los antibidticos B-lactamicos, formando el
complejo hapteno-portador. Esta reaccion de los restos de lisina también ocurre in vitro, sin
embargo, algunos estudios exponen que la unién de este tipo de farmaco con la HSA deja
solo expuesto a la superficie de la proteina alrededor de 6 residuos del farmaco para la
unién con el anticuerpo, lo que se traduce en una baja densidad de hapteno en la superficie
del portador.®*-% La PLL sin embargo, utilizada como proteina artificial, supera esta
limitacidn, ya que presenta una inherente mayor densidad de hapteno en sus conjugados.

Este parametro repercute en la sensibilidad y reproducibilidad de la técnica, ya que algunos
estudios han demostrado mediante RAST e inhibicion de RAST que los conjugados PLL
presentan mayor capacidad de unirse especificamente a anticuerpos IgE, que los
conjugados con HSA.®’

Es conocido que la concentracion de IgE especifica a farmacos presente en el individuo es
muy baja (0,2 % de la IgE total) con respecto a la IgE especifica a otros alérgenos.®®

Esto explica por qué existen test de diagnosticos in vitro comerciales a una amplia variedad
de alergenos con una alta especificidad y sensibilidad, mientras que para farmacos existen
pocos test y poco fiables (baja sensibilidad y especificidad).

El desarrollo y mejora de estos métodos de deteccion in vitro es de vital importancia para
solventar estas limitaciones presentes en el diagnostico de este tipo de reacciones
adversas. Dentro de este contexto, hay que tener en cuenta muchos factores para optimizar
los inmunoensayos en términos de sensibilidad y especificidad.

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis doctoral viene trabajando
desde hace tiempo en este sentido. Los primeros estudios sobre el reconocimiento de
farmacos sIgE se enfocaron en conjugar los farmacos o metabolitos responsables de la
DHR con una molécula portadora para imitar el reconocimiento de sIgE in vivo y asi poder
anclar una alta densidad de estos conjugados farmaco-portador a superficies sélidas con
accesibilidad para unir sIgE minimizando las interacciones inespecificas.®

En relacién a esto los primeros trabajos con éxito consistieron en el uso de dendrimeros
para imitar proteinas transportadoras y su inmovilizacién sobre discos de celulosa para ser
utilizados en el radioinmunoensayo, RAST.'® Posteriormente, el estudio se amplié al uso
de diferentes soportes sdlidos, empleando nanomateriales como zeolitas y particulas de
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silice, las cuales presentan unas caracteristicas ventajosas a la hora de realizar la funcion
de soporte solido debido a su facil funcionalizacion superficial y buen control del tamafo
de particula.’®!

En este sentido las nanoparticulas despiertan un gran interés debido al potencial que
presentan como fase solida, gracias a la excelente versatilidad que presentan a la hora de
modificar su superficie. Ademas, este recubrimiento de la superficie de la particula
garantiza la biocompatibilidad, las propiedades de reconocimiento y la multivalencia.02-1%4

Los resultados prometedores de estos primeros trabajos, asi como la falta de nano-
sistemas validados para el diagnéstico in vitro de alergias a farmacos en la actualidad, es
lo que ha motivado el trabajo realizado en esta tesis doctora
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Objetivos

En base a la experiencia adquirida durante los ultimos afios en el desarrollo y la
optimizacion de métodos de deteccion in vifro de alergia a farmacos, donde se ha
comprobado la efectividad de los dendrimeros para emular la proteina portadora en el
complejo H-P y la efectividad de los sistemas donde estos Dendrimeros-Antigénicos se
encuentran anclados a diferentes soportes sélidos en ensayos tipo RAST, en este trabajo
de tesis doctoral, nos hemos planteado la incorporacion de nanoparticulas como fase sdlida
en diferentes test de deteccion in vitro de alergia a antibidticos p—lactamicos.

En particular, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1.- La sintesis de (nano)particulas de silice modificadas superficialmente con Dendrimeros-
Antigénicos para su aplicacién en ensayos tipo RAST. Ampliar ademas este estudio a
diferentes antibidticos B-lactamicos, preparando particulas mono- y multi-epitope, para
diagnésticos de alergia a un unico farmaco o varios farmacos en un unico ensayo.

2.- La sintesis de nanoparticulas con nucleo magnético modificadas superficialmente con
Dendrimeros-Antigénicos, para optimizar los protocolos de realizacién del ensayo RAST,
con objeto del traslado a la practica clinica de este tipo de ensayos.

3.- La sintesis de nanoparticulas de silice de tamafio comprendido entre 20 y 50 nm,
modificadas superficialmente con Dendrimeros-Antigénicos, para su aplicacién en ensayos
tipo BAT.
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Particulas para RAST

l1l.1 Introduccion.

El ensayo RAST (Radio Alergo Sorbent Test) es una modalidad de radioinmunoanalisis
(RIA). En el campo de la deteccidn in vitro, los inmunoensayos son de particular importancia
a la hora de diagnosticar reacciones alérgicas, donde las inmunoglobulinas son las
proteinas especificas involucradas en los procesos de reconocimiento molecular. En el
caso de alergias a farmacos, el inmunoensayo RAST se emplea para el diagnéstico del
farmaco concreto al que es alérgico un individuo, basado en la cantidad de IgE que
reconoce especificamente a los alérgenos (farmacos) conocidos o sospechados. '

Este tipo de inmunoensayo consta de un soporte sélido que contiene en su superficie un
conjugado hapteno-portador. Actualmente, el soporte sélido utilizado en laboratorios de
rutina son discos de celulosa de 6 mm de diametro preparados a partir de papel Whatman
54. Este soporte tiene la ventaja de ser econémico, facil de manipular, compatible con la
conjugacion de moléculas portadoras y con los medios fisiolégicos empleados en los
ensayos bioldgicos.'%

La funcionalizacién de la superficie de estos discos para anclar a su superficie el alergeno
a estudiar, se basa en una primera derivatizacion de la celulosa con bromuro de cianégeno,
para activar los grupos hidroxilos presentes en la superficie de la celulosa. Estos discos
activados se hacen reaccionar posteriormente con una molécula portadora, como es el
homopolipeptido poli-L-Lisina (PLL), al cual se le une covalentemente el alérgeno a estudio.

Durante el procedimiento de funcionalizacion de la superficie se produce una etapa de
bloqueo de los grupos hidroxilos de la celulosa que no han reaccionado con la PLL
(empleando etanolamina). El bloqueo de estos grupos hidroxilos es crucial, ya que impide
uniones inespecificas a la hora de llevar a cabo el ensayo.'"’
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Una vez funcionalizado el soporte sélido con el farmaco a evaluar, se procede a realizar el
ensayo. Para ello primero se incuban los discos funcionalizados con el suero de referencia
o control a evaluar y con el suero del paciente, permitiendo que se produzca el
reconocimiento molecular entre la IgE especifica del suero (si esta presente, es decir si el
paciente es alérgico) y el complejo hapteno-portador anclado en la superficie del soporte
solido.

Tras el lavado de los discos, estos se incuban con una disolucion que contiene anti-
anticuerpo humano policlonal IgE marcado radiactivamente con 1'5. La medida de
radioactividad mediante un contador gamma se relaciona directamente con el contenido de
IgE especifica en el suero del paciente (Figura 8). Si la sefial de radioactividad supera un
valor establecido se diagnosticara al paciente como alérgico al farmaco en cuestion.'®®

Soporte sélido
funcionalizado con el
conjugado Hapteno-Portador

& (> Anti-IgE-I2®
‘I*-s’”""ﬂ f]) . o Cuantificacion
- g por
* I 3T radioactividad

» = -y
v 7
b 4
Y 8
Suero de paciente ¥
a diagnosticar N 7

Figura 8. Protocolo ensayo RAST convencional.

La naturaleza de la molécula portadora presenta una gran importancia a la hora de
desarrollar test de deteccion de alergias in vitro, ya que su tamafo, su distribucion y la
densidad de hapteno capaz de soportar son factores claves para el reconocimiento
molecular. El portador empelado normalmente en la formacién de estos conjugados es el
polipéptido Poli-L-Lisina (PLL).%3-%

La PLL utilizada como proteina artificial, posee una alta densidad de hapteno en sus
conjugados. Sin embargo, debido a su estructura tridimensional, no se pueden cuantificar
la cantidad de haptenos unidos a ella.®”

Los antibidticos B-lactamicos son hoy en dia uno de los farmacos mas prescritos para el
tratamiento de infecciones. Por ello, también son la causa mas comun de reacciones
alérgicas, afectando al 10% de los pacientes tratados con penicilinas. Dependiendo de la
localizacién geografica, del momento en el que nos encontremos y del patron de
prescripcion médica, se puede observar una tendencia mas frecuente a desarrollar la
enfermedad. Inicialmente, Bencilpenicilina (BP), fue la mayor causante de alergias en la
poblacién. Tras su reemplazo por Amoxicilina (AX) es esta actualmente la mayor causante
de alergias.
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Ademas, el uso indiscriminado de estos antibiéticos ha desembocado en una resistencia
bacteriana tanto a BP como a AX, lo que ha obligado a buscar alternativas. Una de etas
soluciones ha sido introducir acido clavulanico (CLV), un inhibidor de B-lactamasa, a la
Amoxicilina prescrita, resultando este sensible también a reacciones alérgicas (Figura 9).%

NH, NH>
H H
N, M N, M ]
) HO - S -0 OH
0 x 0 x JJ
- g S
O / I (0] S, o] P
/0 Na ane ane
g O/\ Na O/\ K
BP AX CLv
Forma de sal: Bencilpenicilina sédica Amoxicilina sédica Clavulanato potasico
Forma de acido: Bencilpenicilina Amoxicilina Acido clavulanico

Figura 9. Ejemplos de antibidticos B-lactamicos.

Las penicilinas son reactivas frente a una amplia variedad de reactivos nucledfilos, debido
a la estructura tensionada del anillo de B-lactama presente en su estructura quimica. Como
consecuencia de esta alta reactividad, su transformaciéon in vivo genera diferentes
metabolitos que son reconocidos por el sistema inmunoldgico. Esos metabolitos son
denominados determinantes antigénicos, y son los responsables de causar la reaccion
alérgica.

El grupo peniciloilo (Figura 10), estructura resultante de la reaccion de los grupos aminos
de los restos de lisina de las proteinas con el anillo de B-lactama presente en la estructura
quimica de la penicilina, es el determinante antigénico mayor.'® Sin embargo, también
existen evidencias de la existencia de otros derivados de penicilinas con capacidad
inmunogénica, denominados determinantes antigénicos menores.

Figura 10. Reaccion de los grupos amino de las proteinas con el anillo de B-lactama del antibiotico
para formar el grupo peniciloilo.
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En el caso de la Bencilpenicilina, el determinante antigénico mayor es el grupo
Bencilpeniciloilo (BPO), que se forma a partir del ataque nucleofilico a la molécula de
penicilina por el grupo amino de los restos de lisina de las proteinas del suero humano
presente en el plasma y las membranas celulares. En el caso de la amoxicilina el
determinante antigénico mayor es el Amoxiciloilo (AXO) (Figura 11).11°

NH,
HO
NHH NHH
O=X_HN O= HN—
_ N + - - - N +
+ / O a + / O a
Na a Na O/N
BPO AXO
Forma de sal: Bencilpeniciloato sédico Amoxiciloato sodico
Forma de acido:  Acido bencilpenicilsico Acido amoxicildico

Figura 11. Determinantes antigénicos mayores de penicilinas.

En el contexto de la alergia a antibidticos B-lactamicos las pruebas de reconocimiento de
IgE poseen limitaciones para diagnosticar a pacientes con reacciones inmediatas a
penicilina, ya que, aunque el método comercial ImmunoCAP presenta una alta
especificidad (83-100%), su sensibilidad es baja y variable (0-50%)."""-""3 Debido a esto, la
deteccién de IgE puede fallar a la hora de llevar a cabo un diagnéstico clinico, incluso
cuando el cuadro clinico es confiable.

Ademas, los Kits comerciales para llevar a cabo un diagnéstico in vitro solo estan disponible
para cuatro penicilinas (BP, AX, penicilina V y ampicilina), por lo que el espectro de
farmacos que se puede diagnosticar mediante este método se limita a ese tipo de alergia
sin poder llevarlo a cabo con otro tipo de farmacos.''

Debido a esta problematica y a la necesidad de desarrollar nuevos test de deteccion de
alergias in vitro, actualmente esta en auge el disefio y sintesis de nuevos materiales para
la fabricacion de sensores que ofrezcan una mayor sensibilidad y selectividad en relacion
con los sistemas de diagnosticos convencionales.''®

Normalmente, los biosensores que permiten una deteccion rapida a un coste bajo
contienen un agente de captura en la superficie para unir la biomolécula a estudiar de
manera especifica y selectiva.

De hecho, la eficacia de estos dispositivos depende de una serie de factores donde se
incluyen las técnicas de fabricacion a escalas micro/nano y la quimica empleada en la
inmovilizacion sobre la superficie, ya que la orientacion y la funcionalidad de las moléculas
bio-receptoras tienen una fuerte influencia en el rendimiento general del biosensor.

Ademas, es de gran importancia conocer la interaccion entre material (particulas) y los
biosistemas para un uso efectivo de estos sensores. En condiciones ideales, la matriz de
los biosensores deberian tener una superficie biocompatible, con una cantidad de ligando
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apropiada y una accesibilidad adecuada para proporcionar bajas interacciones no
especificas y una unién estable del ligando a lo largo de un ensayo.''®

Dentro del estudio de nanomateriales en los ultimos afios, se esta trabajando con unas
macromoléculas altamente ramificadas denominadas dendrimeros. Estas estructuras
tienen una gran importancia desde el punto de vista de sus aplicaciones biomédicas,
gracias a su tamafo y forma bien definidas.

Uno de los primeros autores dedicados al estudio y sintesis de estas moléculas ha sido
Donal A. Tomalia, el cual los nombré dendrimeros, palabra proveniente del griego (dendro:
arbol y meros: parte de) debido a su similitud con la estructura de la copa de los arboles.'"”

Los dendrimeros se caracterizan por una estructura tridimensional altamente ramificada y
bien definida, lo que le proporciona un alto grado de funcionalidad superficial y versatilidad.
La estructura de un dendrimero presenta tres componentes esenciales: un nucleo central
multifuncional, los brazos ramificados que crecen desde la unidad central y una superficie
exterior con grupos funcionales terminales. Cada paso posterior del crecimiento de una
nueva capa representa una nueva generacion de dendrimero (Figura 12).''® La unidad
central sobre la que crece el dendrimero puede ser un atomo o una molécula, y el numero
de ramificaciones influird en la multiplicidad y el tamafio de la estructura final. La
flexibilidad/rigidez de un dendrimero viene condicionada por la eleccion de las unidades de
ramificacion y los grupos terminales.'*

Ejemplos de este tipo de estructura dendrimérica flexible son los dendrimeros POPAM
(polipropilenamina)''® y PAMAM (poliaminoamida)'"’, mientras que los dendrimeros con
unidades de ramificacién basadas en poliareno'® y fenilacetileno'' presentan una
estructura con una alta rigidez.

La generacion (Gx) de un dendrimero viene determinada por el crecimiento de cada capa
de este. Los grupos terminales son los que quedan expuestos en la periferia y el numero
de estos, esta determinado por la generacién del dendrimero, el numero de grupos
reactivos del nucleo y las unidades de ramificacién.

. Nucleo

. Ramificaciones

. Grupos terminales

Figura 12. Representacion de la figura de un dendrimero.
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Propiedades como la estabilidad, solubilidad o viscosidad se pueden modificar
seleccionando los grupos adecuados y asi, unir moléculas con caracteristicas especificas
a la superficie del dendrimero. Estas caracteristicas los hace Unicos para su aplicacion con
fines de biodeteccion.'??

Paralelamente al desarrollo de los dendrimeros, han surgido cémo nuevos y potenciales
candidatos para muchas bioaplicaciones los materiales a base de 6xido de hierro y silice
debido a su alta biocompatibilidad, a la diversidad de tamafos posibles de sintetizar con
procedimientos bien establecidos, sencillos y reproducibles. Ademas de una
funcionalizacién sencilla y eficaz de la superficie involucrando reactivos baratos y procesos
a temperatura ambiente.'?3124

Dentro de este contexto expuesto, el grupo de investigacion en el que se ha desarrollado
este trabajo de tesis doctoral ha desarrollado una investigacién focalizada hacia el estudio
de la potencialidad de los dendrimeros para emular las proteinas portadoras enddgenas,
que conforman el conjugado hapteno-portador, el antigeno responsable del proceso
alérgico a farmacos.'?®

Los primeros estudios sobre el reconocimiento de farmacos sIgE se enfocaron en conjugar
los farmacos o metabolitos responsables de la RAF con una molécula portadora para imitar
el reconocimiento de slgE in vivo y asi poder anclar una alta densidad de estos conjugados
farmaco-portador a superficies solidas con accesibilidad para unir slgE minimizando las
interacciones inespecificas.

En este sentido los primeros trabajos con éxito consistieron en el uso de dendrimeros para
imitar proteinas transportadoras y su inmovilizacién sobre varios soportes sélidos para ser
utilizados en el radioinmunoensayo RAST. Posteriormente, se iniciaron estudios para
modificar la fase soélida, en este sentido hay estudios sobre soportes sélidos basados en
zeolitas y particulas de silice, las cuales presentan unas caracteristicas ventajosas a la
hora de realizar la funcién de soporte sélido debido a su facil funcionalizacién superficial y
buen control del tamafio de particula.’’

Por otro lado, se debe tener presente a la hora de destinar este tipo de materiales para la
funcion de soporte sélido la dificultad y el coste de preparacién, ya que influirian
negativamente para su estandarizacion como uso diagnostico a nivel hospitalario. En
relacién con esto, las zeolitas, a pesar de ser excelentes y prometedores materiales debido
a su gran area superficial, implican procedimientos de sintesis tediosos dificilmente
estandarizables para su uso a nivel hospitalario. Al contrario, las particulas de silice (SiO>),
presentan procedimientos de sintesis bien establecidos, faciles y reproducibles. Ademas
de no ser citotéxicas y tener una excelente estabilidad fisicoquimica que permite multiples
estrategias de funcionalizacion, lo que es muy interesante a la hora de establecer
protocolos para anclar las estructuras hapteno-portador necesarias para diagnosticar la
alergia.00:126

En base a todos estos resultados prometedores con la trayectoria del desarrollo de los
dendrimeros en el grupo y los problemas expuestos previamente para el diagnéstico de las
reacciones alérgicas, en este proyecto de tesis se ha desarrollado una investigacion
sustentada en el estudio de la sintesis de particulas tanto de silice como de éxido de hierro
recubiertas de una capa de silice como soporte solido, para este tipo de nano-conjugados
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dendrimero-hapteno en los test in vitro utilizados actualmente para el diagnéstico de
reacciones adversas a farmacos.

lll.2. Particulas de silice con determinante antigénico mixto
DeAn@SiOa.

Dentro de los trabajos desarrollados en los ultimos afios por el grupo de investigacion en
la mejora de test in vitro para diagnostico de reacciones adversas a farmacos, se inicié una
linea de investigacion basada en el estudio de nuevos materiales. En este sentido se han
realizado diferentes pruebas de concepto donde se emplearon diferentes nanomateriales
como soporte solido en lugar de los tradicionales discos de celulosa.?126

En este sentido y con el respaldo de esta investigacion se pretenden abordar los siguientes
objetivos en este apartado: Sintetizar particulas de silice incorporando nuevos
determinantes antigénicos, y su posterior validacion mediante ensayos RAST.

A la hora de desarrollar un protocolo para realizar el ensayo RAST con discos de celulosa,
la recuperacion del soporte solido después de los ciclos de lavado consiste en secar el
propio disco, siendo un procedimiento muy facil y rapido de llevar a cabo. Cuando se
utilizan nanoparticulas, este procedimiento se complica ya que la forma de recuperar el
soporte solido es mediante ciclos de centrifugacion.

Estas etapas de lavado imponen una limitacién a la hora de optimizar los tiempos del test,
ya que a menor tamano de particula se aumentaran los tiempos de centrifugacién y por
consiguiente los tiempos de realizacidn del test.

Una de las ventajas de utilizar nanomateriales es la gran relacion existente entre la cantidad
de nanomaterial empleado y el area superficial que esta presenta. Sin embargo, teniendo
en cuenta que las particulas sintetizadas en este trabajo tienen como objetivo final una
aplicacion en el ambito de diagnédstico hospitalario, hemos llegado a un compromiso donde
poder emplear el menor tamafio de particula posible sin extender demasiado los tiempos
de realizacién de los ensayos (que se van a ver afectados por los tiempos de
centrifugacion).

En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de particulas de silice de 500 nm de
didmetro. Para su modificacion superficial se han elegido AX y BP como farmacos de
estudio, tanto por separado como conjuntamente en la misma particula. Estas particulas
con el determinante antigénico mixto presentan la ventaja de poder llevar a cabo una
evaluacion del paciente mas eficaz y diagnosticar posibles alergias a dos farmacos
diferentes en un unico test, acortando los tiempos del diagndstico.

lll.2.1. Sintesis de particulas de Silice.

Existen diversos métodos de sintesis de particulas de silice, sin embargo, uno de los mas
citados y extendidos es el método Sol-Gel. El término Sol-Gel fue acuhado por Thomas
Graham en 1864 mediante el desarrollo de trabajos con dispersiones de silice, donde
obtenia cristales muy brillantes que denomino “soles de silice”.'?’
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Desde ese momento diversos autores han trabajo en el desarrollo de este método para
sintesis de estos materiales.?®'?° Uno de los autores mas citados para la obtencion de
particulas de silice mediante el método Sol-Gel ha sido Werner Stéber, el cual le da nombre
al método mas extendido en la obtencion de particulas de silice.'°

De manera general, el proceso de sintesis de particulas por el método Sol-Gel trae consigo
una primera etapa de formacion de una suspension coloidal de particulas en un medio
liquido, denominado Sol. Y una segunda etapa donde las particulas reaccionan entre si
formando una red tridimensional, denominada Gel.

En el método descrito por Stéber, en la primera etapa de la reaccion (Sol) se utiliza un
tetraalcoxido de silicio como precursor, que es hidrolizado en una mezcla de etanol,
hidroxido de amonio y agua. En la segunda etapa (Gel), ocurre la formacién de los enlaces
siloxano generando la particula (Figura 13). El agua y el etanol desempefian la funcion
tanto de reactivo como de producto en esta reaccion, lo que origina una inestabilidad en el
sistema originando una reaccion autocatalitica. El equilibrio de esta reaccion esta
condicionado por varios factores como el pH, la temperatura, las especies idnicas y la
concentracion de especies, entre otras variables, que afectan directamente al tamafo y
propiedades de las particulas obtenidas. 30131
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Figura 13. Mecanismo de formacién de particulas de SiO, por el método de Stéber.

En este trabajo hemos empleado el método de stéber para preparar las particulas de 500
nm de diametro. En primer lugar, se prepara una mezcla de amoniaco (NHs) y etanol
absoluto que se agita durante 15 minutos. Pasado este tiempo se afiade tetraetilortosiliceto
(TEOS) y se mantiene en agitacion durante 16h a temperatura ambiente. Tras este tiempo
se puede observar la aparicion de un sélido blanco correspondiente a la matriz del material
(SiOy).

Las particulas obtenidas se han evaluado mediante diferentes técnicas de caracterizacion.
+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas SiO2. presenta bandas vibracionales caracteristicas de
los enlaces Si-O-Si y Si-OH (1100 vasimetricasi-o-si, 950 Lsimetricasi-oH, 795 Vasimetricasi-o-si €M)
(Figura 14).132-13% Por |o tanto se ha podido confirmar la formacion de la matriz de silice de
las particulas
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Figura 14. FTIR de las particulas de SiO2 obtenidas.

¢ Microscopia electronica de transmisiéon (TEM).

Las micrografias obtenidas mediante TEM muestran una muestra monodispersa, con una
morfologia esférica de las particulas y un diametro de tamafio 500 nm. Por lo que se ha
podido observar la obtencién de la muestra de la forma y tamafio deseado (Figura 15 b)).

¢ Dispersion de luz dinamica (DLS).

Esta técnica permite medir el diametro hidrodindmico que presentan las particulas en
dispersion. El espectro de DLS de las particulas presenta una Unica banda a tamafno 536
nm y un PDI de 0,36, lo que indica que la mayoria de las particulas tienen este tamafio.

Por lo que se puede observar el tamano y la homogeneidad de las particulas SiO-
obtenidas (Figura 15 a)).
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Figura 15. a) Medidas de DLS de las particulas de SiO, obtenidas, b) Imagenes de TEM de SiO»
tratadas con el equipo Thermo Fisher Scientific-TEM Imaging and Analysis program, version 4.71
SP1.

l11.2.2. Modificacién quimica de la superficie de las particulas.

Varios factores son importantes a la hora de destinar las particulas sintetizadas para su
uso como soporte soélido en la aplicacion clinica de diagndsticos in vitro. El mas importante
es minimizar las interacciones no especificas entre la superficie de la particula y los sueros
a analizar. Para ello es imprescindible llevar a cabo una correcta y versatil modificacion
superficial de las particulas, la cual permita una alta densidad de determinantes antigénicos
en un entorno hidrdfilo.

En el presente trabajo se ha disefiado una metodologia eficaz y reproducible formada por
varias etapas de reaccion, para conseguir con éxito el ensamblaje del conjugado hapteno
portador a la superficie de la particula (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de funcionalizacién de las particulas de SiO.

La primera etapa de la funcionalizacién superficial de las particulas SiO2 consiste en la
insercion de grupos amino. Para ello se han hecho reaccionar los grupos hidroxilos de la
superficie de la silice con un gran exceso de 3-(aminopropil)trietoxisilano(APTES)
dispersando las particulas en tolueno y calentando a reflujo durante 16h.

Tras la reaccion se han eliminado los restos de reactivos mediante sucesivos lavados con
tolueno y posteriormente con agua. EI APTES actia como agente de acoplamiento,
formando enlaces covalentes con los grupos hidroxilos de la superficie de la particula,
obteniendo como resultado de esta reaccion particulas funcionalizadas con grupos amino
(SiO2-NH2) en su superficie. La reaccion de silanizacion es una de las técnicas mas
efectivas actualmente unir moléculas organicas a materiales inorganicos como las
particulas.'3%136

La segunda etapa consiste en la introduccién de grupos carboxilicos sobre la superficie de
las particulas funcionalizadas con grupos amino. Para ello se han hecho reaccionar SiO»-
NH2 con un gran exceso de anhidrido succinico, empleando como disolvente dimetil-
formamida (DMF), durante 16h a temperatura ambiente.
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En esta reaccion se utilizo trietilamina (TEA) para desplazar el equilibrio hacia la formacién
del enlace amida, haciendo reaccionar a la mayor cantidad de grupos amino, introduciendo
asi un gran numero de estos grupos carboxilicos. Esta reaccion ha dado lugar a particulas
con acidos carboxilicos en su superficie, Si0,-CO.H."*" Las particulas obtenidas se
sometieron a sucesivos lavados con DMF y agua.

La etapa final ha consistido en la union covalente de los dendrimeros PAMAM a la
superficie de las particulas. En este trabajo se han elegido dendrimeros PAMAM
comerciales debido a los excelentes resultados que el grupo ha observado en sus trabajos
anteriores. La generacion de dendrimero elegida ha sido la generacion 2 (G2, 16 grupos
amino terminales), ya que, en trabajos anteriores del grupo en la funcionalizacion con AX
y BP de estos dendrimeros, se ha comprobado que tanto esta generacién como la
generacion 4 (G4, 64 grupos amino terminales) presentan excelentes resultados. Siendo
G2 mas econdmico.'?’

Para llevar a cabo esta reaccidn, primero se activaron los grupos carboxilicos con 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) y N-Hidroxysuccinimida (NHS) manteniendo en
agitacion las particulas dispersadas en DMF con un exceso de ambos reactivos en relacion
EDCI:NHS 1:1,2. Posteriormente, se hacen reaccionar estos grupos carboxilicos activados
con una disolucion de dendrimeros PAMAM-G2 disueltos en DMF durante 16h a
temperatura ambiente. Tras la reaccion, las particulas se han sometido a sucesivos lavados
con DMF y agua. Las particulas obtenidas se han denominado SiO2-De

l1.2.3. Funcionalizacion de las particulas con el farmaco a
evaluar.

Para modificar los dendrimeros anclados a la superficie con el farmaco a estudiar, se han
hecho reaccionar los grupos aminos libres del dendrimero con el grupo carbonilo del anillo
de B-lactama de AX 'y BP.

El protocolo de reaccién se ha llevado a cabo siguiendo una metodologia eficaz y
reproducible, optimizada por el grupo de investigacion en trabajos anteriores con
dendrimeros PAMAM, donde se observa en todos los casos a la funcionalizacion del
dendrimero completo.'?®

Se han preparado tres tipos de particulas diferentes (DeAn@SiO2) utilizando amoxicilina y
bencilpenicilina como antibiéticos B-lactamicos ya sea por separado o combinados en la
misma particula.
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Figura 17. Esquema sintético de las particulas de DeAn@ SiO:.

En primer lugar, se han hecho reaccionar las particulas modificadas con el dendrimero
(SiO2-De) con un gran exceso de amoxicilina en una disolucion tampoén
carbonato/bicarbonato (Na.CO3/NaHCO3) a pH= 11,4, durante 7 dias, a 4°C.
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Durante estos siete dias la reaccion se ha refrescado diariamente con un exceso de
amoxicilina para asegurarnos que todos los grupos amino libres del dendrimero reaccionan
con la B-lactama. Tras este tiempo las particulas obtenidas (DeAXO@SiO-) se han lavado
con PBS 1X 'y agua.

Para obtener las particulas donde se ha anclado covalentemente bencilpenicilina
(DeBPO@Si0-) se ha llevado a cabo el mismo procedimiento, pero empleando BP en lugar
de AX.

Para obtener las particulas mixtas (DeAXO-BPO@SiO.) se ha hecho reaccionar una
dispersion de DeAn@SiO: en wuna disolucion tampon carbonato/bicarbonato
(Na2C0O3/NaHCO3) con una mezcla 1:1 de AX:BP durante 7 dias a 4°C (Figura 17). Ambos
antibioticos B-lactamicos se han afadido en exceso refrescando con una mezcla de ambos
1:1 cada dia. Tras los 7 dias las particulas se han lavado con PBS y agua. En este caso
es de esperar que ambos antibidticos se anclen arbitrariamente a la periferia del
dendrimero.'?®

ll.2.4. Caracterizacion de las particulas obtenidas.

Para llevar a cabo la caracterizacion de estas particulas se han empleado diferentes
técnicas que se detallan a continuacion:

¢ Potencial-Z.

Las medidas de Potencial-Z se han utilizado para hacer un seguimiento de cada etapa de
funcionalizacion, ya que es de esperar que la carga superficial cambie en cada etapa. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

Las medidas de Potencial-Z se han realizado por triplicado y a una concentracién de 1mg
de particulas en 1 ml de PBS (pH fisiologico 7,4).

Tabla 3. Datos de potencial Z de las particulas SiO funcionalizadas

Particulas Potencial-Z (§) mV
SiO; -64 + 8
SiO2-NH: 205
Si0,-CO;H 40+ 6
SiO2-De 41+7
DeAXO@SiO: -8,6+6
DeBPO@SiO; -25+5
DeAXO-BPO@SiO: -12+4
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Se ha podido observar que las particulas SiOz, las cuales presentan grupos hidroxilos en
su superficie, muestran una carga negativa, debido a que los grupos hidroxilos se
encuentran desprotonados en PBS, ya que presentan un valor de pK, de 6.8.138139

Cuando la superficie de la particula presenta grupos amino (SiO2-NH;), las medidas de
potencial-Z muestran un cambio a valores positivos. Esto es debido a los valores de pK,
comprendidos entre 9 y 10, que presentan estos grupos amino, los cuales se encuentran
protonados en PBS.

En el caso de SiO,-CO:H se han vuelto a observar valores negativos de potencial-Z. Esto
es consistente con la nueva funcionalizacién, ya que en este caso la superficie esta
recubierta por grupos carboxilicos (pKa entre 4 y 5), que en PBS se encuentran en forma
de carboxilato, y por tanto cargados negativamente.

Después de la reaccion con el dendrimero PAMAM-G2, los valores de potencial-Z vuelven
a cambiar hacia valores positivos. Se ha observado ademas una carga positiva que
duplicaba el valor obtenido para SiO2-NH.. Asumiendo que cada PAMAM-G2 reacciona
con la superficie de la particula con un solo grupo amino, quedan por tanto 15 grupos amino
por dendrimero libre.'® En consecuencia, existen 15 grupos cargados positivamente en la
periferia del dendrimero, mientras que las aminas terciarias internas de la estructura del
PAMAM no permanecen protonadas en PBS.'4°

La reaccion de los grupos amino terminales de los dendrimeros con el anillo de B-lactama
de los antibidticos provoca de nuevo un cambio en los valores de potencial-Z a valores
negativos en todos los casos.

En el caso de DeAXO@SiO-, el epitopo amoxiciloilo anclado al dendrimero posee un grupo
fenol en su forma neutra a pH fisioldgico, ya que su pK, posee un valor de 9.6. Sin embargo,
el grupo carboxilo debe estar en su forma carboxilato, es decir, cargado negativamente.
Por otro lado, el grupo amino primario de AXO tiene un pKa de 7.4,'" lo que significa que
aproximadamente el 50% de estos grupos aminos estan protonados a pH fisioldgico.
Debido a esto, la presencia de cargas negativas en el 100% de las unidades de AXO y de
cargas positivas en el 50% de ellas ancladas al dendrimero, hace que el 50% de estas
unidades no estén cargadas mientras que el resto poseen una carga negativa.

En el caso de DeBPO@SiO-, la ausencia tanto del grupo hidroxilo como del grupo amino,
en comparacion con AXO, hace que todas las unidades de BPO ancladas a los
dendrimeros estén cargadas negativamente. Este hecho es consistente con un valor mas
bajo de potencial-Z para las particulas funcionalizadas con BPO que con AXO.

En el caso de DeAXO-BPO@SiO-, el potencial-Z ha presentado un valor intermedio, lo
que es consistente con correspondiente a la presencia de ambas unidades de farmaco en
la superficie.

¢ Test de Ninhidrina.

Para llevar a cabo una estimacién del grado de funcionalizacién de las particulas se ha
realizado el test de Ninhidrina, lo que permite cuantificar el nimero de grupos amino
primarios libres presentes en la superficie de las particulas.?
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El test de Ninhidrina, disefiado por Siegfried Ruhemann en 1910, se basa en la reaccién
de las aminas primarias con ninhidrina para formar un complejo, denominado complejo de
Ruhemann’s, de color purpura (Figura 18).'* La medida de la absorbancia de la disolucion
resultante (a la longitud de onda de 570 nm) se puede correlacionar con la cantidad de
grupos amino presentes.

0 0
0 o i N
OH OH RCHoNHp O‘ @
H + ©i:§<OH OO
0 0

Hidrantina Ninhidrina Purpura de Ruhemann’s

Figura 18. Reaccién de la ninhidrina con grupos aminos primarios para formar el complejo de
Ruhemmann’s

En este trabajo, el protocolo que se ha llevado a cabo para la realizacion del test de
Ninhidrina se basa en una primera incubacién de las particulas funcionalizadas en una
disolucion de ninhidrina e hidrantina en DMSO anhidro y acetato de litio 4M, a una
temperatura de 100°C durante 15 minutos, para formar el complejo de Ruhemmann’s.
Posteriormente, se enfria la suspensién de particulas y se filtra para separar las particulas
del sobrenadante y medir asi la absorbancia de la disolucion coloreada.

Previamente a las medidas de la muestra, se ha realizado una recta de calibrado con
butilamina en un rango de concentraciones conocidas entre 100 y 650 yM, siguiendo el
mismo protocolo descrito. De esta manera hemos estimado la cantidad de grupos amino
anclados covalentemente a la superficie en los diferentes pasos de reaccion. #4145

El valor que se ha obtenido del test de Ninhidrina, expresado en uymol de grupos aminos
por gramo de particula, indica la introduccion de 113 pmol de grupos amino por gramo
de particulas (SiO2-NHz). Tras la reaccién de estos grupos amino con un exceso de
anhidrido succinico, se ha detectado una disminucion del valor obtenido al realizar el test
de Ninhidrina a SiO2-CO:zH, siendo este valor 57 pmol de grupos amino por gramo de
particulas. Este dato indica que se han insertado 56 umol de unidades carboxilicas por
gramo de particulas de SiO2-CO2H, y por tanto, han reaccionado aproximadamente el 50%
de los grupos aminos de la superficie de la particula

Después del acoplamiento covalente del dendrimero PAMAM-G2 sobre la superficie de las
particulas, se ha obtenido un valor al realizar el test de Ninhidrina de 170 pmol de grupos
amino por gramo de particulas SiO2-De. Teniendo en cuenta que ya estaban presentes
57 ymol de grupos amino por gramo de particulas, los dendrimeros contribuyen con 113
umoINH2/g de particulas SiO2-De.

Esto implica la introduccion de 7.5 ymol de PAMAM-G2 por gramo de particulas de SiO--
De. Asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres, es decir reaccionan
aproximadamente el 13% de los grupos carboxilicos de la superficie de la particula (Figura
19).
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En este sentido y asumiendo que las particulas son esferas perfectas de silice de 500 nm
y densidad 2,2 g/cm® y que no ocurren procesos de agregacion durante el proceso de
modificacion superficial, se ha podido estimar que 1 gramo de particulas presentan una
area superficial aproximada de 6m? (ver seccion V1.4).1® Por lo tanto, se ha podido estimar
la presencia de aproximadamente un dendrimero de PAMAM-G2 por nm? en las particulas
de SiO.-De.

Teniendo en cuenta las aproximaciones y supuestos anteriores, este valor indica una
cobertura casi completa de la superficie de las particulas con dendrimeros.

Figura 19. Estimacion del grado de funcionalizacion durante el procedimiento de modificacion de
la superficie de las particulas en base a los valores obtenidos mediante el test de Ninhidrina.
Todos los valores estan referidos por gramo de particula.

Para estimar la cantidad de farmaco anclado covalentemente a la superficie se asume que
los 15 grupos amino libre del dendrimero PAMAM-G2 anclado a la superficie de la particula
reaccionan con unidades de farmaco.'""'?5 Sabiendo que la contribucion de grupos amino
correspondiente al dendrimero en SiO2-De es de 113 pmol de -NH2/g de particula, y
asumiendo que los 15 aminos libres del dendrimero reaccionan con el farmaco, la cantidad
de farmaco (AX y BP) anclado covalentemente a SiO2-De sera de 113 ymol de farmaco/g
de particula de DeAXO@SiO2, DeBPO@SiO. y DeAXO-BPO@SiO..
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Los datos después realizar el test de Ninhidrina a diferentes lotes de particulas sintetizadas
y funcionalizadas en su superficie obtenidos han dado como resultado valores similares,
indicando con un grado de funcionalizacién similar en cada lote, es decir, obteniéndose

particulas homogéneas y reproducibles. Se ha desarrollado por tanto un método de
modificacion reproducible.

+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de todas las particulas preparadas, muestra una banda intensa alrededor
de 1050 cm™, caracteristica de los enlaces Si-O-Si (Usi.o-si).

Ademas, aparecen dos nuevos picos en el espectro de SiO2-De y DeAn-SiO;. Estas

nuevas bandas, a 1635 y 1540 cm™, son tipicas de los grupos amida (Uc =0 Y UnH

respectivamente) y se observan en todas las particulas donde el dendrimero esta unido
covalentemente (Figura 20).
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Figura 20. FTIR de las particulas funcionalizadas de SiO:.

¢ Resonancia magnética nuclear de sélido ("H-RMN).

Se han realizado espectros de 'H-RMN de solido de las particulas DeAXO@SiO.,
DeBPO@SiO.y DeAXO-BPO@SiO; donde se ha insertado el determinante antigénico.

Se han utilizado como modelo, los espectros 'H-RMN de los conjugados amoxicilina-
butilamina (Bu-AXQO) y bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPQO). Se han utilizado estos
conjugados ya que el determinante antigénico, AXO y BPO, formado tras la reaccion de los
grupos amino de la superficie del dendrimero con el farmaco es equivalente al que se forma
cuando se hace reaccionar butilamina con el farmaco.'"!
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En el espectro DeAXO@SiO- se han podido observar los picos caracteristicos de la unidad
de AXO. Las senales correspondientes al anillo de B-lactama abierto se han observado a
4,94 y 4,32 ppm, H-5 y H-6, respectivamente. Cuando este anillo esta cerrado en AX, H-5
y H-6 aparecen juntas alrededor de 5,5 ppm. La ausencia de sefial en ese rango del
espectro indica que no queda anillo de B-lactama cerrado, por lo que no hay AX adsorbida
en la superficie de las particulas y todo lo que hay esta con el anillo abierto, y por tanto,
unida al PAMAM.

Figura 21. a) Espectro de "TH-RMN de DeAXO@SiO; (suspendido en D>;0) y b) Conjugado
Amoxicilina-Butilamina (Bu-AXQO)

Son caracteristicos también los picos en la region aromatica a 7,34 y 6,89 ppm,
correspondientes al anillo aromatico de AXO (Figura 21)."" La presencia del dendrimero
PAMAM se ha confirmado en todos los espectros por la sefal entre 3,7 y 2,0 ppm, tipica
de este tipo de dendrimeros.

En el espectro DeBPO@SiO: se han podido observar los picos mas caracteristicos de la
unidad de BPO. Las sefiales correspondientes al anillo de B-lactama abierto se han
observado a 4,94 y 4,32 ppm (H-5 y H-6), respectivamente.
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Cuando este anillo esta cerrado, estas sefales aparecen alrededor de 5,5 ppm al igual
que en el caso anterior. Es caracteristico también el pico de la region aromatica a 7,5 ppm
correspondientes al anillo aromatico monosustituido de la estructura de BPO (Figura 22)."47
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Figura 22. a) Espectro de "TH-RMN de DeBPO@SiO; (resuspendido en D»;0) y b) Conjugado
Bencilpenicilina-Butilamina (Bu-BPQ) en D-0.

75 7.0 65 6.0 55

En el espectro de DeAXO-BPO@SiO: se ha podido observar la presencia de restos de
AXO y BPO. En la region aromatica las sefiales corresponden al anillo aromatico de BPO
en un multiplete, y AXO en los dos picos bien definidos alrededor de 7,40 y 7,34 ppm. La
ausencia de cualquier sefal alrededor de 5,5 ppm indica que no hay presentes anillos de
B-lactama cerrados, es decir no se observan antibiéticos adsorbidos en la superficie de la
particula.

La presencia de AXO y BPO unidos covalentemente en DeAXO-BPO@SiO: también se
confirma por las sefiales de H-5, H-6 y H-3 de las unidades AXO y BPO (Figura 23).
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Figura 23. a) Espectro de "TH-RMN de DeAXO-BPO@SiO; (resuspendido en D>0), b) Conjugado
Amoxicilina-Butilamina (Bu-AXQ) y ¢) Conjugado Bencilpenicilina-Butilamina (Bu-BPQO) en D,0.
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11l.2.6. Ensayos RAST con 500 nm DeAn@SiO:

Para estudiar el potencial de DeAn@SiO: en el diagnéstico de alergia a farmacos, se ha
evaluado su capacidad de reconocimiento de IgE especifica mediante ensayos RAST
(Figura 24).

Estos ensayos se han realizado en colaboracion con el grupo de investigacion de
Enfermedades alérgicas a farmacos y alérgenos del Hospital Regional Universitario de
Malaga, (HRUM), liderado por la Dra. M.J. Torres.

Para ello se han empleado sueros de pacientes diagnosticados como alérgicos a
Amoxicilina y Bencilpenicilina, por técnicas convencionales, e individuos control, es decir,
no alérgicos, de acuerdo con las directrices de la Academia Europea de Alergia e
Inmunologia Clinica (EAACI).126:148

El ensayo RAST a realizar consta de varias etapas:

+ Una primera etapa de incubacién de las particulas funcionalizadas con el determinante
antigénico con el suero de referencia o control y con el suero del paciente a estudio,
permitiendo que se produzca el reconocimiento molecular entre la IgE especifica del
suero, si esta presente, y la particula funcionalizada con el farmaco en su superficie.
Esta incubacion se realiza mediante agitacion en camara humeda (550 rpm) durante
16 horas.

¢ Una primera etapa de lavado con una disolucion de PBS con un 0,05% de Tween 20
mediante tres periodos de centrifugacién (10 minutos a 5500 rpm), para separar la fase
sélida del sobrenadante.
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+ Una segunda etapa de incubacién de las particulas a las que se ha unido el anticuerpo
IgE, con un anti-anticuerpo humano policlonal IgE marcado radiactivamente con 1'%,
Esta incubacion se vuelve a realizar en camara humeda mediante agitacion (550 rpm)
durante 16 horas.

¢ Una segunda etapa de lavado con una disolucién de PBS con un 0,05% de Tween 20
mediante tres periodos de centrifugacion (10 minutos a 5500 rpm), para separar la fase
sélida del sobrenadante.

+ Finalmente se mide la radioactividad de las particulas en un contador gamma.
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o o ° (suero del (anticuerpo
Particula con  Paciente) marcado) Medida
determinantes radioactividad
antigénicos
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3 ciclos de centrifugacion 3 ciclos de centrifugacion

Figura 24. Representacion del ensayo RAST con particulas de silice.

Las etapas mas importantes al utilizar particulas para realizar el ensayo RAST son las
incubaciones tanto con el suero del paciente como la posterior incubacioén con el anticuerpo
marcado radiactivamente.
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En este caso estas etapas se llevan a cabo mediante agitacién, para que las particulas
estén en dispersion durante todo el periodo de incubacién sin que decanten con el paso
del tiempo, ya que, si esto ocurre el contacto entre el conjugado hapteno portador y la IgE
presente en el suero no es total, por lo que el reconocimiento por parte de la IgE tampoco
lo seria.

En este sentido, para que el proceso de incubacién sea optimo hay que llegar a un
compromiso entre velocidad de agitacidn y virulencia de la agitacion evitando salpicaduras
y por tanto pérdida de suero.

Con este fin se han realizado varios ensayos a diferentes velocidades (450rpm, 500 rpm,
650rpm) para que las particulas estén en dispersion durante todo el periodo de incubacién,
siendo la velocidad optima a la que esto ocurre 550 rpm.

Después de establecer este protocolo descrito y con el objetivo de encontrar una
concentracién éptima de particulas aplicable en clinica, se han realizado dos experimentos
diferentes.

1. Optimizacién de la cantidad de particulas empleadas en el ensayo.

Para determinar la cantidad necesaria de particulas para el reconocimiento de la IgE, el
primer experimento realizado ha sido el estudio de las particulas utilizando diferentes
cantidades de estas (1.5 mg, 2 mg y 3 mg) suspendidas en un volumen fijo de PBS (20uL).

En este experimento se ha utilizado las particulas DeAXO@SiO- y los denominados pool
(combinacién de sueros de pacientes).

Para este experimento se utilizan dos pool de suero de pacientes alérgicos a amoxicilina,
diferenciandose entre si en la cantidad de IgE que presentan.

¢ Pool (+) alto: Pacientes diagnosticados alérgicos a AX con una IgE alta.
¢+ Pool (+) bajo: Pacientes diagnosticados alérgicos a AX con una IgE baja.

También se han utilizado POOL de sueros de pacientes control, es decir, pacientes no
alérgicos, diferenciandose entre si en la cantidad de IgE que presentan.

¢ Pool (-): Pacientes no alérgicos.

¢+ Pool (-) IgE alta: Pacientes no alérgicos a B-lactamicos, pero si alérgicos a otro tipo de
antigeno.

Para llevar a cabo el ensayo RAST hay que realizar dos incubaciones, una primera
incubacion de las particulas con el suero de paciente o control y otra segunda con el
anticuerpo marcado, como se ha visto anteriormente. Estas incubaciones se llevan a cabo
en tubos donde se afiaden cada tipo de particula sintetizada y el suero o control a estudiar.
Por lo que para comprobar la reproducibilidad del método estas incubaciones se realizan
en tubos por duplicado.

En este caso, el ensayo se realiza con 4 pool y un solo tipo de particula modificada por lo
que el numero final de tubos para realizar el ensayo es de 20.
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Con los valores obtenidos se ha calculado el resultado del % RAST, como porcentaje del
maximo de nimero de cuentas minuto (cpm), segun la siguiente ecuacion.

cpm (fase solida con el farmaco) — cpm (fase solida blanca
o rasT = P f ) —epm (f )

cpm maximas

Los resultados de realizar el RAST con DeAXO@SiO; y en lugar de sueros de pacientes,
los pool de suero se muestran en la figura 25 y la tabla 31 del apéndice.

En primer lugar, se puede observar que el % de RAST es alto para todas las
concentraciones de particulas ensayadas con los pool de sueros positivos, es decir, existe
reconocimiento de la nanoparticula funcionalizada por la IgE especifica. Para los pool de
suero negativos, los cuales no contienen IgE especifica el % de RAST es muy bajo o cero.

En segundo lugar y observando el % de RAST unicamente de los pool positivos se puede
observar que este aumenta conforme aumenta la concentracion de particulas (1.5 mgy 2
mgq) hasta llegar a un umbral donde disminuye (3mg), probablemente por la agregacion de
las particulas al tratarse de mas cantidad.

Basandonos en estos datos la cantidad de particula elegida para realizar el ensayo ha sido
2 mg.
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ALTA

SUERO DE PACIENTES
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Figura 25. %RAST variando la cantidad de particulas (mg) con un volumen fijo. Valores en tabla
31 del apéndice.
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2. Optimizacion del volumen necesario en el ensayo.

Para determinar el volumen necesario en el que al realizar el ensayo para que las particulas
queden en suspension y el reconocimiento sea el maximo, se ha realizado un segundo
experimento fijando la cantidad de particula empleada (2mg) y variando el volumen final de
PBS (20, 70, 120y 170 pL).

En este experimento se han utilizado las particulas DeAXO@SiO- y suero de 3 pacientes
alérgicos a amoxicilina.

Los resultados de realizar el RAST con DeAXO@SiO; y los 3 sueros de pacientes se
muestran en la figura 26 y la tabla 32 del apéndice.

Se puede observar que a mayor volumen de PBS, menor es el % de RAST, es decir menor
es el reconocimiento de la IgE especifica por las particulas. Este hecho es debido a que
cuanto mayor es el volumen en el que se suspenden las particulas, mayor va a ser la
dilucién tanto del suero del paciente como del anticuerpo marcado en cada etapa, por lo
tanto, la interaccién es menor.

Basandonos en estos datos, el volumen elegido para desarrollar el ensayo ha sido 20 pL.

% RAST

70 120 170
PBS (uL)
mPaciente 1 ®mPaciente 2 mPaciente 3

Figura 26. % RAST variando el volumen de PBS1X con una cantidad de particulas (mg) fija.
Valores en tabla 32 del apéndice.

En este sentido y en relacién con los datos obtenidos en los dos experimentos realizados,
la concentracién elegida en la que se van a ensayar las particulas posteriormente va a ser
2mg de particula/20uL de PBS y 30 yL de suero.
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3. Validacion técnica del ensayo RAST con particulas de silice.

Una vez optimizada la cantidad de particulas y el volumen de PBS adecuado para la
realizacion del ensayo RAST, se ha procedido a hacer una validacion técnica del material.
Para ello se han llevado a cabo ensayos con 21 sueros de pacientes diagnosticados
alérgicos tanto a amoxicilina selectivos como a amoxicilina bencilpenicilina reactividad
cruzada y con 10 sueros de individuos control, es decir tolerante a B-lactamicos.

En todos los pacientes alérgicos se ha confirmado la reaccién alérgica inmediata a AX, por
una prueba cutanea (PC) positiva a AX o por la presencia de IgE especifica a AX detectada
mediante ImmunoCAP, prueba realizada por los clinicos del hospital Regional de Malaga.®°
Los valores de ImmunoCAP se muestran en la Tabla 36 del apéndice.

Los pacientes se han clasificado como selectivos a AX (12 sujetos, Grupo A) o reactividad
cruzada a BP (9 sujetos, Grupo B), segun los resultados de PC o IgE a BP, determinada
por ImmunoCAP (negativo para el Grupo A y positivo para el Grupo B).

Estos sueros de pacientes y los controles se han evaluado con los tres tipos de particulas
de sintetizadas anteriormente, DeAXO@SiO,, DeBPO@SiO, y DeAXO-BPO@SiO.,
usando como material de referencia SiO2-De.

En este caso, el ensayo de validacion se ha llevado a cabo con 21 sueros de pacientes y
10 controles, por lo que el niumero final de tubos para realizar el ensayo es de 248 (tabla
4).

Tabla 4. Numero de tubos utilizado en un ensayo RAST de 21 suero con particulas de silice.

Particulas N sueros N® sueros N° tubos
pacientes control
SiO2-De 21 10 62
DeAXO@SiO- 21 10 62
DeBPO@SiO: 21 10 62
DeAXO-BPO@SiO: 21 10 62

Antes de analizar los resultados obtenidos después de realizar el ensayo RAST hay que
tener en cuenta que en bioanalisis se pueden obtener dos tipos de resultados. Uno donde
el resultado unicamente te da informacion sobre si el resultado es positivo o negativo y otro
donde el resultado es un valor (numero, porcentaje etc..) que hay que analizar
posteriormente.

En este caso, los resultados obtenidos en el ensayo RAST son valores en forma de
porcentaje que son necesarios analizar posteriormente con respecto a un valor umbral o
punto de corte establecido por nosotros y asi discernir si un paciente es alérgico o no.

Para establecer dicho punto de corte se realiza lo que se conoce como Curva Caracteristica
Operativa del Receptor (curva ROC), donde se representa la sensibilidad y la especificidad
para diferentes valores de una medida del ensayo RAST, dando como resultado una lista
de varios valores y la correspondiente sensibilidad y especificidad de la prueba a ese valor.

70



Particulas para RAST

Posteriormente, se representa la curva ROC gréfica trazando la sensibilidad (tasa de
verdaderos positivos) en el eje Y, frente a la especificidad en el eje X (tasa de individuos
control) para los diversos valores tabulados.

La eleccién del punto de corte depende del propédsito de cada ensayo, en este caso se
establece un compromiso entre especificidad y sensibilidad, por lo tanto, el punto de corte
elegido se va a basar en esta premisa.’

En la figura 27 se representa la curva ROC grafica para los valores obtenidos después de
realizar el ensayo RAST. Los valores se pueden observar en las tablas 33, 34 y 35 del
apéndice.

Figura 27. Curva ROC de DeAn@SiO,. Valores en las tablas 33, 34 y 35 del apéndice. Datos
tratados con el programa GraphPad Prism 8.4.2.
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Se puede observar que existe un punto donde cortan ambos ejes para el cual se obtiene
un 100% de sensibilidad y un 100% de especificidad en todas las particulas, siendo este =
4 para DeAXO@SiO2, = 2 para DeBPO@SiO: y = 1,2 para DeAXO-BPO@SiO..

Por lo que, siguiendo el compromiso marcado anteriormente entre especificidad y
sensibilidad, los puntos de cortes seleccionados para las particulas seran estos
respectivamente.

Una vez establecido el punto de corte, se ha procedido a analizar los datos obtenidos
después de realizar el ensayo RAST a los 21 pacientes descritos anteriormente para validar
técnicamente el método y comprobar su sensibilidad.

En la figura 28 y tabla 36 del apéndice se representan los valores de RAST obtenidos al
realizar los ensayos con las diferentes particulas funcionalizadas con el determinante
antigénico.
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Figura 28. Resultados de % de RAST en 21 pacientes alérgicos con DeAn@SiO;. Valores en tabla
36 apéndice. Datos tratados con el programa GraphPad Prism 8.4.2.

Segun los puntos de cortes elegido anteriormente, se observan valores de RAST positivos
con DeAXO@SiO: en 21 de 21 (100%) de los pacientes con reacciones inmediatas a AX,
con DeBPO@SiO: en 9 de 9 (100%) de los pacientes con reactividad cruzada a BP y, con
DeAXO-BPO@SiO; en 21 de 21 (100%) pacientes alérgicos incluidos a AX o a ambos
antibioticos.
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En los controles (sujetos tolerantes a las BL), el porcentaje de RAST fue negativo en el
100% de los casos para las tres particulas.

Este hecho ha confirmado la validez de reconocimiento de estos materiales para reconocer
anticuerpos IgE especificos tanto a amoxicilina, como a amoxicilina/bencilpenicilina
reactividad cruzada y por lo tanto para poder usarse en métodos de deteccioén in vitro.

Por otro lado, cabe destacar que la determinacion de IgE especifica de amoxicilina (AX-
IgE) utilizando las diferentes fases solidas en sujetos individuales del Grupo A han
mostrado valores de RAST mas altos para DeAXO@SiO2 que para DeAXO-BPO@SIO-,
ya que esta ultima fase sélida contiene la mitad de los grupos AXO, lo cual esta relacionado
con la unién de anticuerpos especificos.

Los resultados obtenidos, proporcionan la deteccion exitosa de anticuerpos IgE tanto para
AX como para BP, por lo que este material con dos determinantes antigénicos puede
presentar una gran utilidad para detectar dichos IgE de alérgenos en un primer cribado
para el diagnostico de alergia a BL.

Estos resultados obtenidos se han comparado con el método validado actualmente en la
deteccién de alergias, ImmunoCAP, el cual utiliza como soporte sélido un polimero de
celulosa encapsulado y funcionalizado con PLL unida covalentemente al farmaco a
estudiar, AX y BP en este caso. Y con ensayos RAST, el cual utiliza como soporte sélido
discos de celulosa funcionalizados con PLL y el farmaco a estudiar, en este caso
amoxicilina y bencilpenicilina, para poder comparar los resultados (Figura 29).
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Figura 29. Representacion de los soportes soélidos para a) RAST con discos de celulosa y b)
ImmunoCAP.
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Los puntos de corte establecidos para los discos BL-PLL han sido = 4% para AX con discos
AXO-PLL y = 2,3% para BP con discos BPO-PLL.

En la figura 30 y tabla 36 del apéndice se representan los valores de RAST obtenidos al
realizar los ensayos con los discos funcionalizados con el determinante antigénico (AXO-
PLL y BPO-PLL)

Segun los puntos de corte seleccionados, se pueden observar valores positivos de RAST
con discos AXO-PLL en 10 de 12 (83%) de los pacientes del Grupo Ay en 7 de 9 (78%) de
los pacientes del Grupo B; por lo tanto, en general el porcentaje de positivos fue del 80%
de todos los pacientes con reacciones inmediatas a AX (Grupo A mas Grupo B).

Se pueden observar también valores positivos de IgE para BP con discos BPO-PLL en 5
de 9 (55%) de los pacientes con reactividad cruzada a BP (Grupo B). En los controles
(sujetos tolerantes a las BL), el RAST fue negativo en el 100% de los casos para los dos
tipos de discos.
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Figura 30. Resultados de % de Rast con discos funcionalizados con AXO-PLL y BPO-PLL en 21
pacientes alérgicos. Valores en tabla 36 del apéndice. Datos tratados con el programa GraphPad
Prism 8.4.2.

La tabla 36 del apéndice muestra los valores de IgE para cada BL utilizando los diferentes
métodos teniendo en cuenta su punto de corte seleccionado (estandarizado para
ImmunoCAP vy calculado para RAST). El analisis de los resultados de ImmunoCAP a AX
y/o BP se ha hecho de acuerdo con el corte recomendado mas recientemente (= 0,1
KUAI/L).

La selectividad de los diferentes sistemas se ha podido estudiar en los pacientes sin
respuesta inmunoldgica a BP, ya que la cuantificacion de IgE selectiva a BP (BP-IgE) en
los pacientes con AX selectivo se traduce en falsos positivos tanto con ImmunoCAP como
con el ensayo RAST, ya sea con particulas como con discos de celulosa.

En la figura 31, tabla 36 del apéndice se pueden observar los datos representados para las
tres metodologias donde 3 de 12 pacientes selectivos a AX, un 25% para el Grupo A,
correspondiente a pacientes selectivos de AX (resultados falsos positivos) utilizando
ImmunoCAP, de acuerdo con los casos reportados de resultados falsos positivos.'® Esto
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podria explicarse por la presencia de una IgE clinicamente no relevante a la feniletilamina,
una estructura que puede estar presente en el ImmunoCAP® y que comparte epitopos
alergénicos al bencilo con BP."®" También se han encontrado resultados falsos positivos
en 5 de los 12 pacientes, con los discos BPO-PLL, el 45% de los pacientes del grupo A, lo
que demuestra una baja selectividad. Se obtuvieron grandes resultados con el
DeBPO@SiO; para el que todos los pacientes del Grupo A y del Grupo B fueron
clasificados correctamente.

En conclusién, las particulas sintetizadas en este trabajo aumentan la sensibilidad con
respecto a los discos de celulosa funcionalizados y con respecto a ImmunoCAP. Por lo que
el nuevo material sintetizado con su correcta funcionalizacion es un método prometedor
para la deteccion de alergias in vitro.
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Figura 31. Resultados de % de Rast de BP-sIgE mediante ImmunoCAP, discos BPO-PLL y
DeBPO@SiO2. Los gréficos de puntos muestran los resultados individuales de los 3 grupos de
sujetos: tolerantes a las BL (controles), pacientes selectivos a AX (Grupo A) y BP-AX reactividad
cruzada (Grupo B). Valores en tabla 36 del apéndice. Datos tratados con el programa GraphPad
Prism 8.4.2

En este capitulo se ha optimizado tanto la sintesis de particulas de SiO, de 500 nm como
el proceso de funcionalizacién de las mismas con diferentes farmacos (Amoxicilina y
Bencilpenicilina) de forma eficaz y reproducible. El proceso se ha monitorizado empleando
diferentes técnicas como son: FTIR, XPS, RMN de sélido, DLS, medidas de potencial Z y
test de ninhidrina para estimar la cantidad de farmaco introducido en cada NPs.
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Se ha realizado ademas la evaluacién de dichas nanoparticulas en radioinmunoensayos
RAST, empleando muestras de sueros de pacientes alérgicos a amoxicilina,
bencilpenicilina o ambos farmacos. Los resultados obtenidos han resultado muy
prometedores, indicando una sensibilidad del 100 % tanto para AX-sIgE como para BP-
slgE, mostrando una mejora notable de la sensibilidad en comparacion con la técnica
comercial ImmunoCAP (59 % para AX 'y 30 % para BP). También se observé una mayor
especificidad (100%), evitando los falsos positivos a BP obtenidos tanto con técnicas RAST
utilizando discos de celulosa como en ImmunoCAP.

Los resultados mas relevantes de este capitulo han quedado recogidos en u articulo
publicado en la revista Frontiers in Inmunology con el titulo de “Multiepitope Dendrimeric
Antigen-Silice particle composites as nano-based platforms for specific recognition
of IgEs”."?
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lll.3. Particulas de nucleo magnético.

111.3.1. Introduccion

Dado los resultados tan prometedores obtenidos en el ensayo RAST con particulas de
silice del apartado anterior, seguimos investigando en esta linea de llevar a la practica
clinica los ensayos RAST con particulas. Sin embargo, a la hora de llevarlo a cabo, las
particulas de silice presentan un ligero inconveniente.

Este reside en los dos procesos de lavado del test, ya que para poder separar las particulas
solidas del sobrenadante después de la incubacion con el suero y con el anticuerpo
marcado hay que realizar tres periodos de centrifugacién, lo cual se traduce directamente
en largos tiempos de realizacion del test.

En la practica clinica el numero de sueros utilizados en cada ensayo es muy elevado, lo
que se traduce en un numero de tubos para realizar el ensayo muy alto y por tanto no es
factible tiempos tan largos para realizar el test.

La centrifugacion de los tubos de las etapas de lavado se lleva a cabo en tandas de 12
tubos, durante un tiempo de 10 minutos, por lo que para completar el primer periodo de
lavado de un total de 31 sueros (248 tubos) como en el apartado anterior, se necesita un
tiempo total de 42 horas.
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Como hay que realizar tres periodos de lavado, el tiempo total de realizacién de lavados
es de 126h, es decir, mas de 5 dias para realizar el ensayo con todos los sueros.

Para resolver este inconveniente nos planteamos la insercién en las particulas de un nucleo
magnético, que permitiera que los periodos de lavado se realizarian mediante la imantacion
de las particulas para separarlas del sobrenadante, eliminando las etapas de
centrifugacion, y como consecuencia disminuyendo el tiempo de realizacion del RAST.

La introduccién del nucleo magnético, ademas, permitiria la reduccién del tamafo de
particula, y por tanto un aumento de area superficial por gramo de particula. Disminuir el
tamano de SiO; conllevaria un aumento de los tiempos de centrifugacién y los haria
inviables.

En este sentido, las nanoparticulas de éxido de hierro (Fesz04) son perfectas candidatas
para aplicaciones de diagndstico in vitro, y su aplicacion en la practica clinica de diagnéstico
de rutina, ya que sus propiedades magnéticas resultan de gran utilidad para su
recuperacion tras los procesos de lavados en ensayos RAST. Ademas, presentan gran
estabilidad y biocompatibilidad, y no presentan riesgos para el medio ambiente.'%3-1%

En la naturaleza, estos 6xidos presentan siete formas polimorficas (Goethita (a-FeOOH),
Hematita (a-Fe203), Maghemita (y-Fe2Os), Akagenita (B-FeOOH), Lepidoccrocita (y-
FeOOH), Ferrihidrita (FesO7(OH)-4H20) y Magnetita (Fez04). Cada una de estas formas
presentan propiedades magnéticas diferentes seguin su fase cristalina.'®

Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de sintetizar este tipo de particulas es
el uso para el que estan destinadas ya que, dependiendo de este, se requerira que cumplan
una serie de requisitos tales como una forma, un tamafio, una fase de 6xido y una
respuesta magnética a un campo aplicado determinado.'®’

Con el objetivo de destinar estos materiales basados en oOxidos de hierro para
inmunoensayo RAST, en este trabajo de tesis se propone la sintesis de nanoparticulas de
nucleo de magnetita (FesO4) recubiertas de una capa de silice (SiO>).

Se ha elegido esta forma polimérfica para el nucleo de las particulas debido a las
propiedades superparamagnéticas presentes en ella. Estas excelentes propiedades
magnéticas se originan gracias a la coexistencia de iones de Fe*? y Fe*3 en su estructura.
Por otro lado, el recubrimiento de silice de este nucleo magnético garantizaria la
funcionalizacion superficial de las particulas, al igual que las particulas de silice descritas
anteriormente. %8

l11.3.2. Sintesis de particulas magnéticas (Fez0a4).

En las ultimas décadas se ha desarrollado una amplia investigacion en la sintesis de
particulas magnéticas. Mas concretamente, en los Ultimos afos se han descrito rutas
sintéticas que permiten controlar la forma, la estabilidad y la monodispersidad de estas.

Algunos de los métodos de sintesis para este tipo de materiales mas populares son:
coprecipitacion, descomposicion térmica y/o reduccion, sintesis de micelas, sintesis
hidrotermal y técnicas de pirolisis laser."®®
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En este trabajo hemos elegido el método de la descomposicidn térmica, concretamente la
reduccién hidrotermal de precursores organicos de hierro a altas temperaturas, en medio
organico y en presencia de surfactantes. Este método se basa en un mecanismo general
de transferencia y separacion de fases que se producen en las interfaces de las fases
liquida, sdlida y en disolucién presentes durante la sintesis, dando lugar a la obtencién de
particulas monodispersas y muy cristalinas (Figura 32).

R-OH + R-COOH Liquido

T
j |

(RCOO),Fe =< (RCOO),Fe Sdlido

i T
]

R-OH + H,O Disolucion

Fase de
separacion

Na'

Y

Figura 32. Esquema general de la sintesis hidrotermal de Fe30..

La eleccién del disolvente, el precursor de hierro, la relaciéon de las concentraciones de
Fe:surfactante y la temperatura son algunos parametros criticos a optimizar para controlar
el tamafio, la distribucién y la forma de las nanoparticulas que se desea preparar. '

Con el fin de disminuir el tamafio de particula de hierro se ha propuesto la sintesis de
nanoparticulas de 15, 30, 50 y 200 nm de diametro respectivamente.

Para corroborar que el nucleo de hierro no influye a la hora de realizar el ensayo RAST, se
han sintetizado particulas con una matriz de silice de 200 nm y asi poder realizar una
comparacion entre particulas con el mismo tamafio y diferente material.

El protocolo de sintesis de las particulas de oOxido de hierro (Fes:04) es diferente
dependiendo el tamafo de particula sintetizado.

En el caso de las particulas de 200 nm, la reduccién hidrotermal tiene lugar cuando se
mezclan FeCls-6 HO, etilenglicol, acetato sédico y polietilenglicol calentando a una
temperatura de 200°C durante 24 h.
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El etilenglicol actua como agente reductor de alto punto de ebullicion, el acetato sédico
como estabilizador electrostatico y el polietilenglicol como tensoactivo contra la
aglomeracion de las particulas.®

En el caso de las particulas mas pequefas la reduccion hidrotermal tiene lugar cuando se
mezclan FeClz-6 H2O, etilenglicol, acetato sddico y agua desionizada calentando a 200°C
durante 24 h.

El tamafo de particula es dependiente de la cantidad de FeCls-6 H2O, siendo mayor el
tamafo cuanto mayor sea cantidad de FeCls;-6 H,O anadida, mientras que la concentracion
de los demas componentes de esta reaccion se mantiene constante.'®

Finalmente, tras optimizar todos los parametros se obtuvieron particulas de 15, 30, 50 y
200 nm de hierro empleando las siguientes cantidades de reactivo (Tabla 5).

Tabla 5. Cantidad (mmol) de reactivos utilizado en la sintesis de las nanoparticulas de FesOy.

) Diametro | 540 mFes0s | 50nmFesO;s | 30nmFesO. | 15nmFe;O.
Reactivos
Etilenglicol (mL) 80 80 80 80
FeCl;-6H20 (mmol) 10 3.9 29 1.9
NaOAc (mmol) 87,7 64 64 64
Surfactante (mmol) 0.5 300 300 300

Las particulas obtenidas tienen el aspecto de un sélido de color marrén en todos los casos.

En el caso de las particulas de silice de 200 nm de diametro la sintesis se lleva a cabo
siguiendo el método de stdber. En primer lugar, se prepara una mezcla de amoniaco (NHs)
y etanol absoluto que se agita durante 15 minutos. Tras este tiempo se afade
tetraetilortosiliceto (TEOS) y se mantiene en deja agitando en el ultrasonido durante 2h a
temperatura ambiente. Tras este tiempo se puede observar la aparicion de un soélido blanco
correspondiente a la matriz del material (200nmSiOz).

Las particulas obtenidas se han evaluado mediante diferentes técnicas de caracterizacion.
¢+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas de FeszO4 obtenidas presenta las bandas vibracionales
caracteristicas de los enlaces Fe-O (570 vre.o cm™) correspondientes al nucleo de hierro
(Figura 33 a))."®"'¢" Por lo tanto se ha podido observar la formacion de la matriz de hierro
de las particulas.

En el caso de las particulas de 200 nm SiO; el espectro presenta bandas vibracionales
caracteristicas de los enlaces Si-O-Si y Si-OH (1100 vasimetricasi-o-si, 950 Usimetricasi-on 795
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Vasimetrica si-o-si ¢mM™") (Figura 33 b))."32-3% Por lo que también se ha podido observar la
formacion de la matriz de silice de las particulas.
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Figura 33. FTIR de las particulas de Fe3O4de 200 nm, 50 nm,30 nm y 15 nm de diametro y de las
particulas de silice de 200 nm de diametro.

¢ Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM).

Las micrografias obtenidas mediante TEM muestran un diametro del tamafio deseado en
todos los casos. Asi como una distribucion homogénea de las nanoparticulas (Figura 34 y
35 b)).

¢ Dispersion de luz dinamica (DLS).

Esta técnica permite medir el didmetro hidrodinamico que presentan las particulas en
dispersion. En este caso, las particulas de Fe304 no han podido evaluarse por DLS debido
a la fuerte capacidad magnética presente en estas particulas cuando se encuentran en
dispersién, dando asi lugar a efectos de aglomeracion y medidas inexactas.

Sin embargo, en el caso de las particulas 200 nm SiO- el espectro de DLS presenta una
Unica banda a tamafo 275 nm, por lo que se ha observado el tamano y la polidispersidad
de las particulas SiO2 obtenidas (Figura 35 a)).
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Figura 34. Imagenes de TEM de las particulas de Fe3O4de 200 nm (a), 50 nm (b), 30 nm (c) y 15
nm (d), tratadas con el equipo Thermo Fisher Scientific-TEM Imaging and Analysis program,
version 4.71 SP1.
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Distribucion de intensidad de tamarfio
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Figura 35. a) Medidas de DLS de las particulas de silice de 200 nm de diametro y b) Imagenes de
TEM de las particulas de silice de 200 nm de diametro tratadas con el equipo Thermo Fisher
Scientific-TEM Imaging and Analysis program, version 4.71 SP1.

111.3.3. Recubrimiento de silice.

Para poder llevar a cabo la modificacién superficial en las particulas, para anclar
covalentemente el conjugado hapteno-portador, tal y como se ha realizado en el apartado
anterior, es necesario el recubrimiento de la particula de hierro de una capa de silice.

La metodologia que se ha utilizado para llevar a cabo este recubrimiento en todas las
nanoparticulas ha sido el método de Stober citado anteriormente.

A una dispersion de nanoparticulas Fe3O4en etanol absoluto se le afiade amoniaco (NHs)
y se agita durante 15 minutos. Pasado este tiempo se anade tetraetilortosiliceto (TEOS)
gota a gota y se mantiene en agitacion durante 16h a temperatura ambiente. Tras este
tiempo se obtiene la matriz del material (Fes04cSiO;2). Al igual que las particulas
precursoras (Fe3O4) en este paso de reaccidn se obtienen unas particulas con aspecto de
solido de color marrén (Figura 36).157:161
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Figura 36. Nanopatrticulas de Fe304CSiOa.

La caracterizacion de las particulas obtenidas se ha llevado a cabo mediante diferentes
técnicas.

+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas de Fe304cSiO., presenta las bandas vibracionales

caracteristicas de los enlaces Fe-O (570 vre.o cm™)'®"6'correspondientes al nucleo de
hierro.
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Figura 37. FTIR de las particulas de Fe;04,CSiO; de 200 nm, 50 nm,30 nm y 15 nm.
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Ademas se puede observar que el espectro presenta nuevas bandas vibracionales entre
1100y 790 caracteristicas de los enlaces Si-O-Siy Si-OH (1100 vasimetricasi-o-si, 990 Usimetricasi-
oH 795 Vasimetricasi-o-si cm™) 132134 correspondientes a la capa de silice formada (Figura 37).

¢ Microscopia electrénica de transmisiéon con dispersion de Rayos X (TEM-EDX).

El uso de TEM-EDX en lugar de TEM como en caso anteriores, es muy frecuente para la
caracterizacion de este tipo de materiales con recubrimiento, pudiendo distinguir la
composicién de cada material.

Las micrografias obtenidas mediante TEM-EDX muestran la formacion de una capa de
silice que mide 5 nm de diametro alrededor de cada nucleo de hierro por separado y de
manera homogénea. Por lo que se ha podido corroborar la formacion de la capa de silice
alrededor del nucleo de hierro de las particulas. (Figura 38 y 39).

Después de la reaccion de formacion de la capa de silice de 5 nm de grosor el diametro de
las particulas aumenta, por lo que el tamafo de las particulas después del recubrimiento
es de 25,40, 60 y 210 nm respectivamente.

16 nm (d).
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Figura 39. Imagenes de TEM-EDX de las particulas de Fe304cSiO2 200 nm(a), 50 nm (b), 30 nm
(c) y 15 nm (d).

Debido al protocolo de preparacion de las muestras para evaluar en TEM, pueden ocurrir
procesos de aglomeracion en las particulas, como se observa en algunas de las imagenes
de la figura 39.
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+ Dispersion de luz dinamica (DLS).

Las particulas de Fe30.cSiO- al igual que Fez04 no se han podido evaluar por DLS debido
a la fuerte capacidad magnética presente, dando asi lugar a efectos de aglomeracion y
medidas inexactas.

ll.3.4. Modificacion quimica de Ila superficie de las
nanoparticulas.

La modificacion superficial las particulas Fes04cSiO: y de las particulas de 200 nm SiO2
se ha llevado a cabo utilizando el mismo protocolo descrito en el apartado anterior para la
funcionalizacion de las particulas SiO,.

En primer lugar, se usa como agente de acoplamiento el APTES en gran exceso, dando
lugar a una superficie funcionalizada con grupos amino (Fe304cSiO2-NHz). Posteriormente
se aflade un gran exceso de anhidrido succinico, para introducir la mayor cantidad de
grupos acidos carboxilicos en la superficie (Fe304cSi0,-CO;H). Finalmente, se ancla
covalentemente dendrimeros PAMAM-G2 (Fe304cSiO2-De) (Figura 40).
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Figura 40. Funcionalizacion de la superficie de Fes04cSiO5.
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l11.3.5. Funcionalizacion de las particulas con el determinante
antigénico.

Para modificar los dendrimeros anclados a la superficie con el determinante antigénico a
estudiar, se ha seguido el mismo protocolo descrito anteriormente
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Figura 41. Sintesis de las particulas de DeAn@Fe304c SiOa.
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En este caso, se han preparado dos tipos de particulas diferentes (DeAn@Fe:04cSiO; y
200nmDeANn@SiO:) utilizando amoxicilina y bencilpenicilina como antibidticos -
lactamicos. Exceptuando las particulas de 200 nm de diametro para las cuales Unicamente
se ha sintetizado un unico material con el determinante antigénico amoxicilina, ya que este
tamafio de particula se ha utilizado unicamente cémo prueba de concepto a la hora de
disefiar un protocolo de ensayo RAST para este nuevo tipo de particulas.

Primero se han hecho reaccionar las particulas modificadas con el dendrimero con un gran
exceso de amoxicilina en una disolucion tampdn Na;CO3s/NaHCO; durante 7 dias a 4°C.
Durante estos siete dias la reaccion se ha refrescado diariamente con un exceso de
amoxicilina para asegurarnos que todos los grupos amino libres del dendrimero reaccionan
con la B-lactama. Tras este tiempo las particulas obtenidas (DeAXO@Fe3:04cSiO: y
200nmDeAXO@Si0-) se han lavado con PBS y agua.

Para obtener las particulas donde se ha anclado covalentemente bencilpenicilina
(DeBPO@Fe:04cSi0;) se ha llevado a cabo el mismo procedimiento, pero empleando BP
en lugar de AX (Figura 41).

111.3.6. Caracterizacion.

Para llevar a cabo la caracterizaciéon de estas particulas se han empleado diferentes
técnicas que se detallan a continuacion:

¢ Potencial-Z.

Las medidas de Potencial-Z se han utilizado para hacer un seguimiento de cada etapa de
funcionalizacién, mediante el cambio de la carga superficial de la superficie de la particula
ya que se espera que esta cambie en cada etapa, corroborando la modificacion quimica al
igual que en el apartado anterior.

Las medidas de Potencial-Z se han realizado por triplicado y en PBS para emular el pH
fisioldgico.

Se ha podido observar como la tendencia de los valores de potencial-Z de los diferentes
pasos de reaccion ha sido la esperada para todas las particulas, siendo estos valores
negativos cuando la superficie presenta grupos hidroxilos o carboxilos y positivos cuando
la superficie presenta grupos aminos. Ademas, se observan valores similares en todos los
tamanos de particulas (Figura 42 y Tabla 6). Por lo que se observa la correcta
funcionalizacion de todas las particulas sintetizadas.
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Tabla 6. Valores de Potencial Z de las particulas sintetizadas. Concentracién de particulas de 1mg
de particulas en 1 ml de PBS.

£ (mV) 20(? nm 200 nm 50 nm 30 nm 15 nm
SiO. Fes;Oq4 Fes;Oq4 Fes;Oq4 FesO4

Fe304 - 302 204 339 336

SiO; -51+5 -56+5 48+ 5 -36+4 48+ 5
APTES 327 26+ 6 20+4 32+3 20+ 4
ANH. SUCCINICO -38+8 -32+3 374 -32+4 374
PAMAM-G2 30+4 3214 34+3 3814 343
AXO -8+3 -8+6 -14 + 1 -12 £ 1 -11+£1

BPO - - 214 -23+5 285

Figura 42. Representacion grafica de los valores de Potencial Z de las particulas sintetizadas.

¢ Test de Ninhidrina.

Para llevar a cabo una estimacién del grado de funcionalizacién de las particulas se ha
realizado el test de Ninhidrina, y asi cuantificar el nimero de grupos amino primarios libres
presentes en la superficie de la misma.'#?

Al igual que el apartado anterior, previamente a las medidas de la muestra se ha realizado
una recta de calibrado con butilamina en medio acuoso en un rango de concentraciones
conocidas entre 300 y 900 uM, siguiendo el mismo protocolo descrito. '4414°

Se observa cédmo los valores del test de Ninhidrina de las particulas funcionalizadas con
APTES, Anhidrido succinico y PAMAM-G2 son coherentes con los valores obtenidos para
el caso de las particulas SiO2 del apartado anterior (Figura 43 y Tabla 7).
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Ademas, en el caso de las particulas de 200 nm de silice se ha observado que estos valores
coinciden con los valores de las particulas del mismo tamafio, pero con nucleo magnético,
por lo que el grado de funcionalizacién en particulas de igual tamano pero diferente material
en este caso es el mismo.

Tabla 7. Valores de Test de Ninhidrina expresados en umol-NHz/g de las particulas funcionalizadas.

Particulas 209 nm 200 nm 50 nm 30 nm 15 nm
SiO: Fes04 Fes04 Fes04 Fe3O4
APTES 117 117 184 187 196
ANH. SUCCINICO 59 57 62 62 62
PAMAM-G2 189 194 262 270 277

Figura 43. Representacién grafica de los valores de Test de Ninhidrina las particulas
funcionalizadas

También, se ha observado que la cantidad de grupos amino aumenta cuanto menor es el
tamano de particula tanto con APTES y como con PAMAM-G2

Este hecho se puede explicar ya que cuanto menor es el tamafo de particula, mayor es el
area superficial por gramo de particula, lo que se traduce directamente en una mayor
cantidad de grupos amino por gramo de particula en ambos casos.

Asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres al igual que en el apartado
anterior, se ha estimado para todos los tamafios de particulas los pmoles de PAMAM-G2
por gramo de particula de Fe304cSiO2-De.
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¢ 200 nm Fe304cSiO;-De y SiO;

En el caso de las particulas de 200 nm Fe304cSiO: el valor que se ha obtenido del test de
Ninhidrina expresado en pmol de grupo amino por gramo de particula, indica la introduccién
de 117 pymol de grupos amino por gramo de particulas en ambos casos cuando la
superficie de la particula esta funcionalizada con APTES.

Cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos se detecta una
disminucion del valor obtenido siendo este 57 ymol de grupos amino por gramo de
particulas, lo que indica que aproximadamente el 50% de los grupos aminos de la superficie
de la particula reaccionaron con anhidrido succinico y, como consecuencia, se han
insertado 56 pmol de unidades carboxilicas por gramo de particulas.

Después del acoplamiento covalente del dendrimero PAMAM-G2 sobre la superficie de las
particulas, se ha obtenido un valor de 194 pmol de grupos amino por gramo de particulas
funcionalizadas con el dendrimero.

Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 60 umol de grupos amino por gramo de
particulas, los dendrimeros contribuyen con 137 umolNH2/g de particulas.

Figura 44. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 200 nm Fe304cSiO2 en base a los valores
obtenidos mediante el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula

Esto implica la introduccion de 9 pmol de PAMAM-G2 por gramo de particulas
funcionalizada con dendrimero, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino
libres, es decir reaccionan aproximadamente el 16% de los grupos carboxilicos de la
superficie de la particula (Figura 44).

Para estimar la cantidad de farmaco anclado covalentemente a la superficie se asume que
los 15 grupos amino libre del dendrimero PAMAM-G2 anclado a la superficie de la particula
reaccionan con unidades de farmaco. %125

Sabiendo que la contribucidon de grupos amino segun los calculos realizados después de
obtener el valor del test de ninhidrina en la superficie de la particula correspondiente al
dendrimero (FesO4@SiO2-De y SiO2-De) es de 137 ymol de -NH>/g, la cantidad de farmaco
(AX) anclado covalentemente a Fe304cSiO2-De sera de 137 pmol de farmaco/g de
particula DeAXO@Fe304cSiO2 y DeAXO@SiO-.
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De igual forma, n el caso de las particulas de 200 nm SiO; los valores obtenidos del test
de Ninhidrina se representan en la Figura 45.

Figura 45. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 200 nm SiO2 en base a los valores obtenidos
mediante el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula

¢ 50 nm Fe;04cSiO2-De.

En el caso de las particulas de 50 nm Fe304cSiO- el valor que se ha obtenido del test de
Ninhidrina expresado en pmol de grupo amino por gramo de particula, indica la introduccién
de 184 ymol de grupos amino por gramo de particulas cuando la superficie de la particula
esta funcionalizada con APTES.

Cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos se detecta una
disminucion del valor obtenido siendo este 62 pmol de grupos amino por gramo de
particulas, por lo que han reaccionado el 66% de los grupos aminos de la superficie con
anhidrido succinico y, como consecuencia, se han insertado 122 pmol de unidades
carboxilicas por gramo de particulas Fez04cSiO2-CO2H.

Después del acoplamiento covalente del dendrimero PAMAM-G2 sobre la superficie de las
particulas, se ha obtenido un valor de 262 pmol de grupos amino por gramo de particulas
Fe304cSiO2-De. Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 62 umol de grupos amino
por gramo de particulas, los dendrimeros contribuyen con 200 umolNH2/g de particulas.

Esto implica la introduccién de 13 pmol de PAMAM-G2 por gramo de particulas
Fe304cSiO2-De, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres, es decir
reaccionan aproximadamente el 11% de los grupos carboxilicos de la superficie de la
particula (Figura 46).

La cantidad de farmaco anclado covalentemente al dendrimero se calcula de manera
analoga a los casos anteriores. Por lo que si la contribuciéon de grupos amino segun los
calculos realizados después de obtener los valores del test de ninhidrina en la superficie
de la particula correspondiente al dendrimero (Fe3s04cSiO»-De) es de 200 umol de -NH2/g,
la cantidad de farmaco (AX y BP) anclado covalentemente a SiO,-De sera de 200 umol de
farmaco/g de particulas DeAXO@Fe304cSiO; y DeBPO@Fe3;04cSiO; respectivamente.
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Figura 46. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 50 nm en base a los valores obtenidos mediante
el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula.

¢ 30 nm Fe304cSiO2-De

En el caso de las particulas de 30 nm Fe3:04cSiO; el valor que se ha obtenido del test de
Ninhidrina cuando la superficie de la particula esta funcionalizada con APTES es de 187
Mmol de grupos amino por gramo de particulas.

Sin embargo, cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos el valor
obtenido disminuye hasta 62 pmol de grupos amino por gramo de particulas, por lo que
han reaccionado el 67% de los grupos aminos de la superficie con anhidrido succinico v,
como consecuencia, se han insertado 125 ymol de unidades carboxilicas por gramo de
particulas Fe;04cSiO2-CO2H.

Después de la insercién de PAMAM-G2 sobre la superficie de las particulas, se ha obtenido
un valor de 270 ymol de grupos amino por gramo de particulas Fe3;04cSiO2-De.
Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 62 umol de grupos amino por gramo de
particulas, los dendrimeros contribuyen con 208 umoINH2/g de particulas.

Figura 47. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 30 nm en base a los valores obtenidos mediante
el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula.
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Esto implica la introduccion de 14 pmol de PAMAM-G2 por gramo de particulas
Fe304cSiO2-De, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres, es decir
reaccionan aproximadamente el 11% de los grupos carboxilicos de la superficie de la
particula (Figura 47).

De igual forma que los calculos realizados anteriormente, la cantidad de farmaco anclado
covalentemente al dendrimero ha sido de 208 pmol de farmaco/g de particulas
DeAXO@Fe304cSiO.y DeBPO@Fe;04cSiO;2 respectivamente.

¢ 15 nm Fe3;04cSiO2-De.

En el caso de las particulas de 15 nm Fe304cSiO; el valor que se ha obtenido del test de
Ninhidrina cuando la superficie de la particula esta funcionalizada con APTES es de 196
pmol de grupos amino por gramo de particulas.

Sin embargo, cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos el valor
obtenido es de 62 ymol de grupos amino por gramo de particulas, por lo que han
reaccionado el 68% de los grupos aminos de la superficie con anhidrido succinico y, como
consecuencia, se han insertado 134 umol de unidades carboxilicas por gramo de particulas
F9304C3i02-C02H.

Después de la funcionalizacion con PAMAM-G2, se ha obtenido un valor de 277 pmol de
grupos amino por gramo de particulas Fe304cSiO2-De.

Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 62 umol de grupos amino por gramo de
particulas, los dendrimeros contribuyen con 215 uymolNH2/g de particulas.

Esto implica la introduccion de 14 pmol de PAMAM-G2 por gramo de particulas
Fe304cSiO2-De, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres, es decir
reaccionan aproximadamente el 11% de los grupos carboxilicos de la superficie de la
particula (Figura 48).

Figura 48. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 15 nm en base a los valores obtenidos mediante
el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula
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Al igual que en los casos anteriores, la cantidad de farmaco anclado covalentemente al
dendrimero ha sido de 215 ymol de farmaco/g de particulas DeAXO@Fe304cSiO: y
DeBPO@Fe3:04cSiO; respectivamente.

En la tabla 8 se exponen los resultados a modo de resumen de los valores de la cantidad
(umol) de PAMAM-G2 por grado de particula Fe304cSiO2-De.

Tabla 8. Estimacién del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas en base a los valores obtenidos mediante el test de
Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula.

200 nm | 200 nm | 50 nm 30 nm 15 nm

Particulas SiO, Fe;O, Fe;0, Fes;04 Fes;04

pmol-NH: de farmaco/ g de
particula de Fe;04cSiO;-De
Mmol PAMAM-G2/ g de particula
de Fe;04cSiO;-De

132 137 200 208 215

9 9 13 14 14

+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas de Fe304cSiO2, presenta bandas vibracionales
caracteristicas de los enlaces Fe-O (570 vre.o cm™)'"187 correspondientes al nucleo de
hierro y bandas vibracionales entre 1100 y 790 caracteristicas de los enlaces Si-O-Si y Si-
OH (1100 vasimetricasi-o-si, 950 Usimetricasi-oH 795 Vasimetricasi-o-si cm™").1¥#-1%* correspondientes al
recubrimiento de silice.

Ademas, aparecen dos nuevos picos en el espectro de las particulas que contienen en su
superficie el dendrimero y el farmaco. Estas nuevas bandas, a 1635y 1540 cm, son tipicas
de los grupos amida (uvc =0 Yy vn-H respectivamente) y se observan en todas las particulas
donde el dendrimero esta unido covalentemente (Figura 49).
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Figura 49. FTIR de las particulas funcionalizadas a) 200nmSiQO,, b) 200 nm Fe304cSiO, ¢) 50 nm
Fe304cSiO,, d) 30 nm Fes04cSiO2y €)15 nm Fes04cSiO;

¢+ Espectroscopia fotoelectréonica de Rayos X (XPS).

En este caso la confirmacién de que el farmaco ha reaccionado correctamente con el
dendrimero pegado a la superficie de la particula en los materiales DeAn@Fe:04cSiO; se
ha hecho mediante estudios de espectroscopia fotoelectrénica de Rayos X (XPS).

Esta técnica ha permitido realizar un analisis de la composicién de la superficie de todas
las particulas funcionalizadas tanto con el dendrimero (Fe304cSiO2-De) como con los
farmacos (DeAXO@Fe3:04cSiO2; y DeBPO@Fe304cSiO3).

Se ha observado la presencia de carbono (C1s), nitrdgeno (N1s), oxigeno (O1s), silicio
(Si2p) y hierro (Fe2p), como cabia esperar debido a la composiciéon de la muestra.

Después de la funcionalizacion de estas particulas con los farmacos, amoxicilina y
bencilpenicilina, la composicidon que se ha determinado por XPS ha mostrado la presencia
de azufre (S2s), ademas de todos los componentes anteriores.

La presencia de este nuevo elemento en la superficie de DeAXO@Fe304cSiO. y
DeBPO@Fe304cSiO2. y no en Fes04cSiO2-De ha verificado el correcto anclaje de los
farmacos en la superficie de todos los tamafios de estas particulas ya que, tanto la
amoxicilina como la bencilpenicilina, presentan en su estructura un atomo de azufre (Tabla
9).
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Tabla 9. XPS de las particulas Fe;04cSiO,-De y DeAn@Fe;04c SiO.

MUESTRA CONCENTRACION ATOMICA (at. %)

C1s N 1s O1s Si2p Fe2p S 2s
200 nm Fe304cSiO2-De 24,02 | 3,80 | 47,73 | 21,31 | 0,71 -
200 nm DeAXO@Fe304cSiO; 40,20 | 4,81 | 38,62 | 15,68 | 0,56 0,13
50 nm Fe304cSiO2-De 34,40 | 7,52 | 42,46 | 13,91 1,70 -
50 nm DeAXO@Fe304cSiO; 33,06 | 6,85 | 42,96 | 14,50 | 2,54 0,09
50 nm DeBPO@Fe304cSiO: 29,65 | 6,95 | 45,06 | 16,03 | 2,20 0,10
30 nm Fe304cSiO2-De 35,36 | 9,06 | 41,47 | 12,72 | 1,45 -
30 nm DeAXO@Fe304cSiO: 20,87 | 7,12 | 45,09 | 14,16 | 3,61 0,14
30 nm DeBPO@Fe304cSiO; 48,90 | 4,90 | 3250 | 9,90 3,58 0,16
15 nm Fe304cSiO2-De 32,31 | 8,54 | 44,37 | 15,31 1,51 -
15 nm DeAXO@Fe304cSiO; 4427 | 8,46 | 34,02 | 10,78 | 2,36 0,10
15 nm DeBPO@Fe3:04cSiO: 62,88 | 3,94 | 20,62 | 6,66 5,78 0,11

A pesar de que con XPS se pueden apreciar picos debido al azufre S2s hay que tener en
cuenta que estamos muy cerca del limite de deteccién de la técnica.

l1.3.7. Ensayos RAST con DeAn@Fe304cSiO-.

Para estudiar el potencial de DeAn@Fe304cSiO; en el diagndstico de alergia a farmacos,
se ha evaluado su capacidad de reconocimiento de IgE especifica mediante ensayos RAST
(Figura 50).

Estos ensayos se han realizado en colaboracion con el grupo de investigacion de
Enfermedades alérgicas a farmacos y alérgenos del Hospital Regional Universitario de
Malaga, (HRUM), liderado por la Dra. M.J. Torres.

Para ello se han empleado sueros de pacientes diagnosticados como alérgicos a
Amoxicilina y Bencilpenicilina, por técnicas convencionales e individuos control, es decir,
no alérgicos de acuerdo con las directrices de la Academia Europea de Alergia e
Inmunologia Clinica (EAACI).126:148
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Figura 50. Representacion del ensayo RAST con particulas de 6xido de hierro cubiertas por uné
capa de silice.

1. Aproximacion a RAST con las particulas de Fe3;O..

Siguiendo este protocolo descrito, y con el objetivo de comprobar que las nuevas particulas
sintetizadas de 6xido de hierro recubiertas de una capa de silice presentan capacidad de
reconocimiento de IgE especifica, al igual que las particulas de silice del apartado anterior,
se ha realizado un primer experimento comparativo.

Para ello, se han utilizado particulas de silice de 500 nm (sintetizadas en el apartado
anterior) y 200 nm funcionalizadas en su superficie con el determinante antigénico
amoxicilina DeAXO@SiO., y asi poder comparar el resultado del ensayo RAST con
particulas de diferente tamafio pero igual material

A su vez también se han utilizado particulas de hierro de 200 nm funcionalizadas con el
determinante antigénico amoxicilina DeAXO@Fe304cSiO2, y poder asi comparar los
resultados del ensayo RAST en particulas con el mismo tamafio, pero diferente material.
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Este primer ensayo se ha realizado utilizando diferentes disoluciones de sueros de
pacientes, denominadas pool, tanto para los pacientes alérgicos a amoxicilina como para
los pacientes control. Estos pool son al igual que en el apartado anterior, pool (+) alto y
pool (+) bajo para los pacientes alérgicos. Y pool (-) y pool (-) IgE alta, para pacientes
control.

Las condiciones a las que se ha realizado este ensayo han sido idénticas a las optimizadas
para las particulas de silice del apartado anterior, 2 mg de particula en 20 yL de PBS y
velocidad de agitacion de 550 rpm.

Los resultados de realizar el RAST con estos tres tipos de particulas se representan en la
Figura 51 y tabla 37 del apéndice.

Figura 51. Comparacion del %RAST de las particulas 500 nm DeAXO@SiO, 200 nm
DeAXO@SiO, ,, 200 nm DeAXO@Fe,0,cSiO: agitando a 550 rpm. Valores en la Tabla 37 del
apéndice.

2,y

Se ha observado como las particulas de silice de 200 nm presentan un % de RAST mayor
que las de 500 nm. Esto se puede explicar ya que a menor tamafio de particula aumenta
el area superficial por gramo de particula y como consecuencia aumenta la concentracion
de alergeno expuesto, lo que se traduce en mayor % de RAST. Sin embargo, los tiempos
de centrifugacién han aumentado.

A su vez también se ha observado que él % de RAST para las particulas de 200 nm de
silice es mayor que para las de nucleo magnético. Este hecho se puede explicar ya que las
condiciones utilizadas en este primer ensayo han sido las optimizadas para las particulas
de silice, siendo la etapa de agitacion (550 rpm) insuficiente para las particulas de nucleo

101



Capitulo 1l

magnético, debido a la fuerte imantacion que sufren entre ellas, y dando lugar a la
decantacioén de las particulas después de cada periodo de incubacion.

Al igual que en el apartado anterior la agitacién de las etapas de incubacion es un paso
crucial a la hora de desarrollar el ensayo RAST. Por lo que para obtener resultados en el
ensayo RAST que sean comparables con ambas particulas, se ha realizado el mismo
experimento, pero a una mayor agitacion (700 rpm). Asi se consigue que las particulas de
oxido de hierro se encuentren en dispersion durante todo el proceso de incubacion vy el
contacto entre el alérgeno de la superficie de particula y la IgE sea total.

Los resultados obtenidos de repetir el ensayo el RAST con estos tres tipos de particulas a
una agitacion de 700 rpm se representan en la figura 52 y tabla 38 del apéndice.

18

16 — 500nm DeAXO@SiO,
— 200nm DeAXO@SiO,

— 200nm DeAXO@Fe,0,cSiO,

14

12

10

% RAST

H_

POOL (+) ALTO  POOL (+) BAJO POOL(-)  POOL (-) IgE ALTA

POOL DE SUERO DE PACIENTE

Figura 52. Comparacion del %RAST de las particulas 500 nm DeAXO@SiOZ 200 nm
DeAXO@SiO, y200 nm DeAXO@Fe,0,cSiO: agitando a 700 rpm. Valores en la Tabla 38 del
apéndice.

Se ha observado como el %RAST aumenta en las particulas Fez0,cSiO. cuando se agita
a 700 rpm hasta llegar a valores similares a las particulas de SiO.. Este hecho pone de
manifiesto que el contacto entre la superficie de la particula y el suero en este caso ha sido
total y que por lo tanto esta velocidad de agitacién es 6ptima para este tipo de particulas.

Sin embargo, para el pool (+) bajo el % de RAST es mayor en las nuevas particulas de
oxido de hierro que en las particulas de silice. Este hecho muestra el gran potencial que
presenta este tipo de material para reconocer IgE especifica incluso en pacientes en los
que la cantidad de IgE total es baja (Figura 52).
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2. Concentracion optima de las particulas de Fe3;O4.

Una vez que se ha comprobado el potencial del nuevo material sintetizado y con el objetivo
de llevar a cabo una validacién técnica del nuevo material sintetizado para llevarlo a la
practica clinica, se han realizado experimentos con todas las nanoparticulas de hierro
sintetizadas y funcionalizadas con el determinante antigénico amoxicilina (200 nm
DeAXO@Fe304cSiO;, 50 nm DeAXO@Fe304cSiO2, 30 nm DeAXO@Fe;04cSiO2y 15
nm DeAXO@Fe;0,cSiO;) a diferentes concentraciones (1.5 mg/20 uL, 2 mg/20 yL y 2.5
mg/20 pL) para determinar el tamafo éptimo de particula y la concentracién de estas en el
ensayo RAST.

Estos ensayos se han realizado de nuevo utilizando pool de sueros de pacientes alérgicos
a amoxicilina y de pacientes control.

Normalmente, el nUmero de sueros a la hora de realizar el ensayo RAST en la practica
clinica de rutina es muy alto. Y es por eso que es necesario que el tiempo de realizacion
del test sea lo mas rapido posible.

Sin embargo, se ha visto en el apartado anterior, que, con una cantidad alta de sueros, y
teniendo que hacer las muestras por duplicado, las particulas de silice alargan los tiempos
de realizacion del test debido a las etapas de lavado mediante centrifugacion.

En este sentido, estas nuevas particulas sintetizadas resultan ser prometedoras ya que las
etapas de lavado se realizan mediante imantacién, acortando asi las etapas de lavado a
tiempos 10 veces menores que las particulas de silice (Figura 53).

Este hecho se traduce en la capacidad de realizar un mayor nimero de sueros por ensayo,
es decir un mayor numero de diagnosticos, lo cual es imprescindible para llevar a la practica
clinica de rutina el ensayo RAST con particulas.

103



Capitulo 1l

Particulas SiO, Particulas Fe;0,CSiO,

-~
Tiempo necesario enrealizar 3 periodos de lavados completos

) 4 v

Tipo de
decantacion de Centrifugacién Imantacion
las particulas
Tiempo de
decantacion de las 10 minutos 1 minuto
Nps/ lavado
N° de tubos 12 12
N° de lavados 3 3

Tiempo total de _ .

Figura 53. Comparacion de los tiempos de lavado con las particulas de silice y de 6xido de hierro

Los resultados obtenidos después de realizar el ensayo el RAST con los diferentes
tamanos de particulas y a diferentes concentraciones se representan en la figura 54 y
tablas 39, 40, 41 y 42 del apéndice.

Se ha observado que todos los tamanos de particulas son capaces de reconocer IgE
especifica.

También, se ha observado que, dentro de un mismo tamano de particula, un aumento de
la concentracién de esta de 1,5 mg a 2 mg de particula en 20uL de PB aumenta el % de
RAST.
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Sin embargo, cuando se aumenta la concentracion a 2,5 mg en 20uL llega a un umbral
donde el aumento de la concentracion de particula no se traduce en un mayor
reconocimiento.

Por otro lado, se ha observado que para todas las particulas el pool (-) presenta valores de
% de RAST de cero como cabia esperar. Sin embargo, en el caso del pool (-) IgE alta las
particulas de 50 y de 30 nm presentan valores de % RAST menores que las particulas de
15 nm. Por lo que a la hora de elegir una concentracién adecuada este hecho es muy
importante.

Figura 54. Optimizacion de la concentracion y el tamafio de particula. Valores en las Tablas 39,
40, 41 y 42 del apéndice.
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No obstante, a la hora de elegir un tamafo éptimo para la practica clinica de hospitales, no
solo hay que tener en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo RAST. Si no qué
también hay que tener en cuenta la dificultad sintética y el rendimiento presente en la
sintesis de este tipo de particulas.

En este sentido, es importante resaltar que cuanto menor es el tamafio de particula
sintetizado, mayor es la dificultad sintética, obteniendo como resultado un rendimiento
menor.

En la figura 54 se observa como el % de RAST en las particulas de 15 nm es algo mayor
que para las particulas de 50 y de 30 nm, sin embargo, la dificultad sintética que presentan
las particulas de 15 nm es mucho mayor que las de 50 o 30 nm.

Por lo que para elegir un tamafo y concentracion de particula para seguir realizando
ensayos hay que llegar a un compromiso entre la dificultad sintética y los resultados
obtenidos mediante RAST.

Basandonos en estas dos observaciones y teniendo en cuenta el compromiso entre
rendimiento de la sintesis y capacidad de reconocimiento se ha decidido seguir realizando
ensayos con los tamarfos de particula de 50 nm y 30 nm a una concentracion de 2 mg de
particula/20 uL de PBS y 30 L de suero.

3. Tamano 6ptimo de las particulas de Fe30a.

Para elegir un tamafo de particula 6ptimo entre los dos tamafios que se han seleccionado
en el experimento anterior, se han realizado ensayos con ambos materiales
funcionalizados tanto con amoxiciina como con bencilpenicilina  (50nm
DeAXO@Fe304cSiO2, 30nm DeAXO@Fe304cSiO2, 50nm DeBPO@Fe304cSi02, 30nm
DeBPO@Fe304cSi0O:) y el blanco (Fe3s04cSiO2-De) a la concentracion establecida en el
experimento anterior (2 mg de particula en 20 uL de PBS) con 15 sueros de pacientes, de
los cuales 10 eran alérgicos a amoxicilina, 5 alérgicos a amoxicilina/bencilpenicilina
reactividad cruzada y 5 pacientes control usando como blanco las particulas Fe3;04cSiO2-
De.

Los resultados obtenidos después de realizar el ensayo el RAST con las particulas de 50
y 30 nm funcionalizadas con AXO y BPO se representan en la figura 55 y tabla 43 del
apéndice.

Se ha observado que las particulas de ambos tamanos presentan un nivel de
reconocimiento para pacientes alérgicos similar. Sin embargo, el % de RAST para los
pacientes control es menor en las particulas de tamafio 30 nm que en las particulas de 50
nm, motivo por el cual el tamafo final elegido para la realizacion técnica de este material
ha sido 30 nm y concentracion 2 mg de particula/20 yL de PBS.
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Figura 55. Evaluacion de la capacidad de reconocimiento de IgE especifica en materiales de
nucleo de hierro cubiertos por una capa de silice de 50 y 30 nm. Valores en la Tabla 43 del
apéndice.

4. Tiempo 6ptimo de las particulas de Fe;Oa.

Una vez que se ha elegido el tamafo 6ptimo de particulas nos planeamos acortar los
tiempos de incubacion de las particulas con el suero del paciente, con el fin de comprobar
si @ menor tiempo de incubacién el reconocimiento de la IgE por el conjugado H-P es total
y poder asi acortar los tiempos del ensayo RAST.
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Para ello se ha llevado a cabo un experimento donde se han incubado las particulas 30
nm DeAXO@Fe304cSiO2 con pool de suero de pacientes a diferentes tiempos. El tiempo
de incubacion del anticuerpo fue el mismo, 16h.

Los resultados obtenidos después de realizar este ensayo se presentan en la figura 56 y
tabla 44 del apéndice.

% RAST

[4)]

o

2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS 24 HORAS

mPOOL (+)ALTO  mPOOL (+) BAJO
= POOL () mPOOL (-) IgE ALTA

Figura 56. Comparacion de los diferentes tiempos de incubacion de las particulas de 30 nm
DeAXO@Fes04cSiO; a diferentes tiempos de incubacion con los pool de suero. Valores en la
Tabla 44 del apéndice.

Se puede observar como a mayor tiempo de incubacioén el % de RAST aumenta tanto para
pool (+) alto como para pool (+) bajo. Por lo que no se ha podido reducir el tiempo de
incubacién de las particulas con el suero con respecto a los ensayos anteriores, siendo el
tiempo de incubacién éptimo de 24h.

5. Validacion técnica.

Una vez que se ha optimizado el tamafio y la concentracion adecuada para el
reconocimiento de la IgE especifica de este tipo de particula, se ha procedido a hacer una
validacion técnica del material, ampliando el nimero de sueros a estudiar.

Para ello se han llevado a cabo ensayos con 44 sueros de pacientes alérgicos tanto a
amoxicilina selectivos como a amoxicilina bencilpenicilina reactividad cruzada y 37 sueros
de pacientes control, es decir tolerantes a B-lactamicos.
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En todos los pacientes alérgicos se ha confirmado la reaccion alérgica inmediata a AX, por
una prueba cutanea (PC) positiva a AX o por la presencia de IgE especifica a AX mediante
ImmunoCAP.% Los valores de ImmunoCAP se muestran en la Tabla 47 del apéndice.

Los pacientes se han clasificado como selectivos a AX (28 sujetos, Grupo A) o reactividad
cruzada a BP (16 sujetos, Grupo B), segun los resultados de PC o IgE a BP, determinada
por ImmunoCAP (negativo para el Grupo Ay positivo para el Grupo B).

Tantos los sueros de pacientes como los controles se han evaluado, empleando cada una
de las particulas de 30 nm sintetizados anteriormente, DeAXO@Fe304cSiO; y
DeBPO@Fe304cSiO., usando como blanco el material Fe304cSiO2-De a la concentracion
establecida 2 mg de particula/20 uL de PBS y 30 uL de suero.

Para analizar correctamente los resultados obtenidos después de realizar el ensayo RAST
hay que realizar una Curva ROC para establecer un punto de corte al igual que en el
apartado anterior. La eleccion del punto de corte elegido se ha basado en un compromiso
entre especificidad y sensibilidad.®

En la figura 57 se representa la curva ROC grafica para los valores obtenidos después de
realizar el ensayo RAST. Los valores pueden observarse en las tablas 45 y 46 del apéndice.

Se observa que existe un punto donde cortan ambos ejes para el cual se obtiene un 100%
de sensibilidad y un 100% de especificidad en todas las particulas, siendo este = 5,5 para
DeAXO@Fe304cSiO2 y = 1,2 para DeBPO@Fes04cSiO.. Por lo que, siguiendo el
compromiso marcado anteriormente entre especificidad y sensibilidad, los puntos de cortes
seleccionados para las particulas seran estos respectivamente.
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Figura 57. Curva ROC de 30 nm DeAn@Fes04cSiO,. Valores en las tablas 45 y 46 del apéndice.
Datos tratados con el programa GraphPad Prism 8.4.2.

Una vez establecido el punto de corte, se ha procedido a analizar los datos de los 44 sueros
de pacientes ensayados para validar técnicamente el método y comprobar su sensibilidad.

Los valores obtenidos después de realizar el ensayo RAST se pueden observar en la figura
58 y tabla 47 del apéndice.
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Figura 58. Resultados de % de RAST en 44 pacientes alérgicos con 30nm DeAn@Fe304CSiO..
Valores en Tabla 47 del apéndice. Datos tratados con el programa GraphPad Prism 8.4.2.

Segun los puntos de cortes elegido anteriormente, se observan valores de RAST positivos
con DeAXO@Fe3z04cSiO; en 44 de 44 (100%) de los pacientes con reacciones inmediatas
a AX (grupo Ay B).

Con las particulas DeBPO@Fe304cSiO. se observan valores positivos de IgE para AX en
4 de 28 (14 %) de los pacientes del Grupo A, lo que se traduce como falsos positivos. Y
valores positivos de IgE para BP en 16 de 16 (100 %) de los pacientes con reactividad
cruzada a BP (Grupo B).

En los controles (sujetos tolerantes a las BL), el porcentaje de RAST fue negativo en el
100% de los casos para los dos tipos de particulas.

Este hecho ha confirmado la validez de reconocimiento de estos materiales para reconocer
anticuerpos IgE especificos tanto a amoxicilina, como a amoxicilina/bencilpenicilina
reactividad cruzada y por lo tanto para poder usarse en métodos de deteccion in vitro.

Los resultados obtenidos se han comparado con los ensayos RAST con discos de celulosa
funcionalizados con PLL y el farmaco a estudiar (AX y BP).

Los puntos de corte establecidos para los discos BL-PLL han sido = 4% para AX con discos
AXO-PLL y = 2,3% para BP con discos BPO-PLL.

En la figura 59 y tabla 47 del apéndice se representan los valores de RAST obtenidos al
realizar los ensayos con los discos funcionalizados con el determinante antigénico (AXO-
PLL y BPO-PLL).

Segun los puntos de corte seleccionados, se pueden observar valores positivos de RAST
con discos AXO-PLL en 5 de 28 (12 %) de los pacientes del Grupo Ay en 3 de 16 (19 %)
de los pacientes del Grupo B; por lo tanto, en general el porcentaje de positivos fue del
15% de todos los pacientes con reacciones inmediatas a AX (Grupo A mas Grupo B).
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Figura 59. Resultados de % de RAST en 44 pacientes alérgicos con discos de celulosa
funcionalizado con AXO-PLL y BPO-PLL. Valores en Tabla 47 del apéndice. Datos tratados con el
programa GraphPad Prism 8.4.2.

Se pueden observar también valores positivos de IgE para AX con discos BPO-PLL en 11
de 28 (40 %) de los pacientes del Grupo A, lo que se traduce como falsos positivos. Y
valores positivos de IgE para BP con discos BPO-PLL en 4 de 16 (25 %) de los pacientes
con reactividad cruzada a BP (Grupo B). En los controles (sujetos tolerantes a las BL), el
RAST fue negativo en el 100% de los casos para los dos tipos de discos.

En conclusién, las particulas sintetizadas en este trabajo aumentan la sensibilidad con
respecto a los discos de celulosa funcionalizados, obteniéndose un menor numero de
falsos positivos. Por lo que el nuevo material sintetizado con su correcta funcionalizacion
es un método prometedor para la practica clinica de deteccidn de alergias in vitro.

6. Interensayo.

Uno de los indicadores fundamentales para la validaciéon de inmunoensayos es la medida
de la precision, la cual se define como la dispersién de los datos obtenidos para una
muestra procesada varias veces.

Esta puede clasificarse en dos tipos:

¢ Precisién intraensayo: Es el que se obtiene cuando se procesan varias réplicas de
diferentes muestras en un mismo ensayo; es decir, la precision entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones (repetibilidad). De aqui que las
muestras al realizar los ensayos Rast se realicen por duplicado.

¢ Precision interensayo: Es la que se obtiene entre determinaciones independientes
realizadas bajo diferentes condiciones. Se evaluan varias muestras representativas y
diferentes del estudio. De cada muestra se hacen entre tres a diez replicados,
repitiendo este procedimiento al menos dos veces en dias diferentes para un total de
tres ensayos.
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Los datos que se obtienen permiten conocer la reproducibilidad del trabajo de un
laboratorio durante un periodo de tiempo determinado; para evaluar la ejecucion entre los
técnicos, la variacion entre laboratorios o lotes de reactivos.'%?

Para comprobar la reproducibilidad tanto de las particulas de 30 nm funcionalizadas con el
alergeno, como del ensayo RAST con este tipo de particulas se ha realizado un interensayo
con 5 sueros de pacientes, 3 selectivos a amoxicilina (paciente 1, 2 y 3, Figura 60) y 2
reactividad cruzada (paciente 4 y 5, Figura 60), en 5 dias diferentes y con 2 anticuerpos
marcados en dias diferentes.

El experimento de interensayo se ha disefiado asi para representar a los dos tipos de
muestras presentes en el ensayo, los pacientes AX selectivos y los pacientes AX:BP
reactividad cruzada. A

Ademas, el experimento se ha realizado empleando 2 anticuerpos marcados en dias
diferentes, para poder comprobar la reproducibilidad del marcaje de anticuerpos, ya que
para llevar a cabo el ensayo RAST, primero hay que marcar un anticuerpo con 1'?°,

El procedimiento de marcaje se lleva a cabo por el personal del grupo de investigacion de
Enfermedades alérgicas a farmacos y alérgenos del Hospital Regional Universitario de
Malaga, (HRUM), liderado por la Dra. M.J. Torres, en la unidad de radioisétopos de la
Universidad de Malaga.

El marcaje del anticuerpo 1 se hizo el dia 11 de febrero de 2021, correspondiente al dia 1
de interensayo y el marcaje del anticuerpo 2 se hizo el dia 2 de marzo de 2021,
correspondiente a los demas dias de interensayo.

Los resultados obtenidos después de realizar el interensayo se presentan en la figura 60.
Los valores pueden observarse en las tablas 48 y 49 del apéndice.

Se ha observado como los valores del %RAST de todos los pacientes ensayados es similar
a pesar de hacerlo en diferentes dias y con dos anticuerpos marcados en dias diferentes.
Por lo que este hecho indica la reproducibilidad de las particulas, del anticuerpo marcado
y del ensayo en si.
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Figura 60. % RAST del interensayo con DeAn@Fes04cSiOz en 5 pacientes y 5 dias diferentes.
Valores en la Tabla 48 y 49 del apéndice.

7. Ensayos de inhibicién de RAST.

Por ultimo, se han hecho ensayos de inhibicion de RAST para estudiar mas a fondo el
grado de reconocimiento de los anticuerpos de pacientes a diferentes estructuras, es decir,
para estudiar los casos de reactividad cruzada.

Una Inhibicion competitiva se basa en la competicion de un sustrato y un inhibidor que
tienen afinidad por el mismo sitio de unién del anticuerpo.
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Este tipo de inhibicion se puede superar con concentraciones suficientemente altas del
sustrato, es decir, dejando fuera de competicion al inhibidor. Los inhibidores competitivos
son a menudo similares en estructura al sustrato verdadero.

En base a esto, se han utilizado como sustrato las particulas DeAn@Fe3;04cSiO; de 30
nm y como inhibidores amoxicilina-butilamina (Bu-AXO) y bencilpenicilina-butilamina (Bu-
BPO), frente a 17 sueros de pacientes alérgicos (3 amoxicilina selectivos y 14
amoxicilina/bencilpenicilina reactividad cruzada).

El ensayo de inhibicion de RAST consta de varias etapas:

¢ Una primera etapa de incubacion del suero del paciente a diagnosticar y el inhibidor
correspondiente.

¢ Una segunda etapa de incubacién de las particulas funcionalizadas con el determinante
antigénico con la mezcla de suero e inhibidor incubada anteriormente, permitiendo que
suceda la competicion entre sustrato e inhibidor. Esta incubacidn se realiza mediante
agitaciéon en camara humeda (700 rpm) durante 16 horas.

¢ Una primera etapa de lavado con una disolucién de PBS con un 0,05% de Tween 20
mediante tres periodos de imantacion, para separar la fase solida del sobrenadante.

¢ Unatercera etapa de incubacién de las particulas incubadas anteriormente, con un anti-
anticuerpo humano policlonal IgE marcado radiactivamente con 1'%, Esta incubacion se
vuelve a realizar en camara humeda mediante agitacién (700 rpm) durante 16 horas.

¢ Una segunda etapa de lavado con una disolucién de PBS con un 0,05% de Tween 20
mediante tres periodos de imantacion, para separar la fase solida del sobrenadante.

+ Finalmente se mide la radioactividad de las particulas en un contador gamma.

Los 3 pacientes alérgicos selectivos a amoxicilina se han ensayado con las nanoparticulas
DeAXO@Fe3:04cSiO. frente a los inhibidores amoxicilina-butilamina (Bu-AXO) vy
amoxicilina-bencilpenicilina (Bu-BPO) a dos concentraciones 10 mM y 1 mM.

Los resultados obtenidos después de realizar la inhibicion de RAST a los 3 pacientes AX
selectivos se puede observar en la Figura 61 y tabla del apéndice 50.
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Figura 61. % de inhibicion de RAST de 3 paciente alérgicos selectivos a amoxicilina ensayados
con el material DeAXO@Fes04C SiO,. Valores en la Tabla 50 del apéndice.

Se puede observar que cuando se afade el inhibidor Bu-AXO a mayor concentracién, este
compite con las particulas DeAXO@Fe:04cSiO; inhibiendo el reconocimiento de la IgE
por las particulas. Sin embargo, cuando la concentracion de inhibidor es baja, las particulas
desplazan al inhibidor, dejandolo fuera de competicion.

En el caso del inhibidor Bu-BPO con las particulas DeAXO@Fe304cSiO2 no se observa
ningun % de inhibicién a ninguna concentracion de inhibidor.

Estos valores muestran la especificidad del proceso de reconocimiento para pacientes
alérgicos selectivos a amoxicilina, ya que las IgE de los 3 pacientes reconocieron el material
DeAXO@Fe304cSiO2, pero no se mostrd ningun reconocimiento para el material a
DeBPO@Fe304cSiO-.

Los 14 pacientes alérgicos a amoxicilina/bencilpenicilina reactividad cruzada se han
ensayado con las nanoparticulas DeAXO@Fe304cSiO; y DeBPO@Fe304cSiO; frente a
los inhibidores amoxicilina-butilamina (Bu-AXO) y bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPO) a
dos concentraciones 10 MMy 1 mM.
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Figura 62. Porcentaje de inhibicion de RAST de 14 pacientes alérgicos reactividad cruzada a

amoxicilina/bencilpenicilina ensayados con el material DeAXO@Fe304CSiO; y
DeBPO@Fe304C SiO2 Valores en la Tabla 51 del apéndice.

Para evaluar los resultados de estos 14 pacientes es importante explicar las dos hipétesis
que existen actualmente sobre la naturaleza de las IgE de pacientes con reactividad
cruzada a farmacos (Figura 62).

La hipotesis 1 correspondiente al modelo |, implica la coexistencia de dos poblaciones de
IgE selectivas para cada farmaco. Mientras que la hipétesis 2, correspondiente al modelo
Il propone la presencia de una unica IgE que reconoce ambos farmacos.
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Los resultados obtenidos después de realizar la inhibicion de RAST a los 14 pacientes
AX:BP reactividad cruzada (Figura 62 y tabla del apéndice 51), indican que existen dos
tendencias diferentes, una primera que corresponde a los pacientes 1, 2, 5,9 y 14 de la
Figura 62.
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Figura 63. Representacion esquematica de ensayos de inhibicibn RAST para dos hipétesis que
explican la reactividad cruzada con bencilpenicilina y amoxicilina.'#” El modelo 1 implica la
presencia de dos anticuerpos coexistentes especificos para cada farmaco: A) La fase sélida
funcionalizada con amoxicilina (DeAXO@Fes04CSiO;). La IgE reconoce al inhibidor amoxicilina-
butilamina (Bu-AXQ) pero no al inhibidor bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPQO). B) La fase sélida
funcionalizada con bencilpenicilina (DeBPO@Fe304CSiO>). La IgE reconoce al inhibidor
bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPO) pero no al inhibidor amoxicilina-butilamina (Bu-AXQO). El
modelo Il implica la existencia de una Unica IgE capaz de reconocer ambos antibiéticos: C) La fase
soélida funcionalizada con amoxicilina (DeAXO@Fe304C SiOy). La IgE reconoce ambos inhibidores
amoxicilina-butilamina (Bu-AXO) y bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPO). D) La fase sélida
funcionalizada con amoxicilina (DeBPO@Fes04CSiO). La IgE reconoce ambos inhibidores
amoxicilina-butilamina (Bu-AXQ) y bencilpenicilina-butilamina (Bu-BPO).
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Estos pacientes presentan anticuerpos IgE especificos para cada uno de los antibiéticos
B-lactamicos, ya que los valores de inhibicion obtenidos con el inhibidor Bu-AXO y las
particulas DeAXO@Fe304cSiO; ha sido positiva, sin embargo, la inhibicion con el inhibidor
Bu-BPO con las mismas particulas ha sido negativa. Y totalmente al contrario para las
particulas DeBPO@Fe304cSiO..

Y otra segunda que corresponde a los pacientes 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, y 13 de la Figura
62.

Estos pacientes presentan anticuerpos IgE especificos para ambos antibidticos B-
lactamicos, ya que los valores de inhibicidon obtenidos con el inhibidor Bu-AXOy Bu-BPOy
las particulas DeAXO@Fe3:04cSiO; ha sido positiva, y ademas los valores de inhibiciéon
obtenidos con el inhibidor Bu-AXO y Bu-BPO y las particulas DeBPO@Fe:04cSiO;
también ha sido positiva.

Por lo que siguiendo las hipotesis expuestas anteriormente se observa que existen dos
poblaciones de pacientes con alergia a amoxicilina/bencilpenicilina reactividad cruzada
claramente diferenciada, la primera correspondiente al modelo | de la figura 63 (Pacientes
1, 2, 5,9y 14) y la segunda que corresponde al modelo Il de la figura 63 (Pacientes 3, 4, 6,
7,8,10,11,12,y 13).

Como conclusion, en este capitulo se ha optimizado la sintesis de nanoparticulas de nucleo
magnético (Fe203) recubiertas de una capa de SiO. uniforme de forma reproducible. Se
han preparado NPs de 200, 50, 30 y 15 nm de tamafio del nucleo de Fe;Os y una capa
exterior de SiO, de aproximadamente 10 nm de grosor, que ha permitido su modificacion
superficial siguiendo los protocolos de sintesis y monitorizacién empleados en el capitulo
anterior.

La evaluacion de dichas nanoparticulas en radioinmunoensayos RAST ha proporcionado
resultados muy prometedores, observandose de nuevo una sensibilidad y especificidad del
100 %, mostrando una mejora sustancial en comparacion con la técnica comercial
ImmunoCAP. En este caso, se ha reducido considerablemente el tiempo empleado en la
realizacién de los ensayos con respecto a las NPs de SiOy, lo facilita el uso de estos
sistemas en la practica clinica. En este sentido, se ha ampliado el numero de muestras
evaluadas y se ha realizado una validacién técnica de dichas nanoparticulas en RAST,
obteniéndose excelentes resultados.
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Nanopatrticulas de silice para BAT

IV.1. Introduccion.

El test de activacién de baséfilos (BAT) se basa en la determinacién de los marcadores de
activacion expresados en la superficie de los baséfilos tras la interaccion del farmaco con
la IgE especifica.®

No obstante, el desconocimiento de los mecanismos de activacion ha dificultado una
aplicacion clinica mas amplia de este test, ya que los antibiéticos B-lactamicos no son
capaces de activar los basodfilos por si mismos, si no que requieren de la conjugacién con
una molécula portadora, generalmente presente en la sangre, que sea lo suficientemente
grande como para permitir la reticulacién de dos IgE especificas unidas a la superficie del
basdfilo. Esto induce la degranulacién de las células efectoras, lo que lleva a la liberacion
de mediadores inflamatorios responsables de la reaccién alérgica. Sin embargo,
actualmente no se dispone de informacién sobre el tamafio y la composicion de estos
conjugados (Figura 64).163-165

En el escenario del BAT, se supone que los farmacos libres (AX o BP) se unen a las
proteinas presentes en la sangre de forma covalente a través de la reactividad del anillo de
B-lactama, formando un conjugado lo suficientemente grande como para lograr la
reticulacién. Este enfoque intenta emular las condiciones in vivo, pero carece de
informacion sobre la composicion quimica del conjugado que induce la activacion.
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Figura 64. Mecanismo de activacion del basdfilo.

Estas relaciones entre la activacion celular y la estructura del inmundgeno se han explorado
recientemente en estudios in vitro realizados en modelos animales utilizando el 2,4-
dinitrofenilo (DNP) como hapteno modelo. Se descubrié que el numero de epitopos vy la
distancia entre ellos en las nanoestructuras sintéticas tienen diferentes efectos sobre la
degranulacién de los mastocitos.'%41%¢-168 Uno de estos estudios, en el que se utilizaron
dendrimeros decorados con epitopos de DNP, demostré que los dendrimeros de DNP16
mas grandes (64 A) desencadenan la degranulacion de los mastocitos mediante la
reticulacién de los complejos IgE-receptor, mientras que los dendrimeros de DNP mas
pequefios son inhibidores.®® Otros estudios han analizado estas relaciones en antibioticos
B-lactamicos utilizando haptenos monovalentes, que podrian ser reconocidos por IgE pero
incapaces de unirse a dos anticuerpos adyacentes simultaneamente.

Se ha demostrado que estas estructuras inhiben el desarrollo de una reaccion alérgica,
tanto in vitro como in vivo en pacientes alérgicos a BP, sin embargo, este hallazgo no se
ha explorado mas en un entorno clinico. La mayor parte de los conocimientos actuales
sobre la activacion de las nanoestructuras en la degranulacion de las células efectoras se
basa en estudios realizados con ligandos modelo y mastocitos animales. Por lo que no se
conocen ningun estudio que emplee esta estrategia con haptenos reales o en muestras
humanas. 69171

En este sentido, estudios realizados por el grupo de investigacion con estructuras DeAns
han demostrado que este tipo de nanoestructuras son adecuadas para la reticulacion
intramolecular de IgE unida a los receptores de los basofilos en muestras reales. Estos
estudios han permitido por primera vez realizar el BAT con moléculas distintas al farmaco
libre, mejorando la respuesta del método en términos de reproducibilidad respecto al
tamario del inmundgeno y la densidad de epitopos.'"
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La informacion proporcionada por estos estudios sobre los requisitos necesarios para
activar las células efectoras, que no pueden deducirse utilizando unicamente el farmaco
libre ha sido muy necesaria. De hecho, se sabe poco sobre la naturaleza del aducto que
activa a los basdfilos en el ensayo. En este contexto, el tamafo de la proteina portadora
real, el nimero de sitios reactivos y la proximidad entre ellos se consideran factores clave
que influyen en el proceso de reticulacion, siendo su evaluacion muy compleja.

Por lo que en este trabajo de tesis se propone el uso de nanoparticulas con estructuras
DeAns en su superficie, las cuales proporcionarian mas control sobre el tamano del
conjugado, la multivalencia y la estructura de los determinantes antigénicos periféricos,
permitiendo realizar ensayos mas reproducibles. Dando lugar a la interaccion 6ptima entre
los restos del farmaco y la IgE especifica en la superficie del basdfilo, induciendo una
degranulacion mas potente del basofilo y mejorando la sensibilidad de esta técnica.'’?

IV.2. Sintesis de nanoparticulas de silice 50nm y 20nm SiO..

En este trabajo nos hemos planteado la sintesis de nanoparticulas de silice de menor
tamano, 50 y 20 nm de diametro con el fin de valorar la capacidad activar basdfilos que
presentan ambos tamafios de particulas.

La eleccién de los tamafos de las nanoparticulas se ha decidido en base a estudios de
entrecruzamiento de anticuerpos con nanoparticulas en mastocitos, procedimiento
equivalente a lo que ocurre en el proceso de activacion de basdfilos. En estos estudios se
ha observado que tamanos de nanoparticulas entre 20 y 50 nm son suficientes para activar
los basofilos.'”?

Se han elegido particulas de silice, debido a que la citometria de flujo, técnica usada en la
deteccién de basdfilos, presenta problemas técnicos de incompatibilidad con las particulas
de 6xido de hierro.

La sintesis de las nanoparticulas de silice para ensayos de test de activacion de basofilos
se ha llevado a cabo utilizando el método de Stober'.

¢ Sintesis de particulas de 50 nm.

Para la sintesis de las nanoparticulas de 50 nm se han realizado diferentes pruebas hasta
llegar al tamario deseado.

Los factores determinantes en este tipo de sintesis son la proporcion entre la cantidad de
NH4OH y TEOS, el volumen final de disolvente, el tiempo de reaccién y la temperatura.

En la tabla 10 se muestran las condiciones utilizadas en las diferentes pruebas realizadas
para la sintesis de nanoparticulas de 50 nm.
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Tabla 10. Diferentes pruebas para la sintesis de nanoparticulas de 50 nm.

N° de prueba 1 2 3 4 5
NHsOH (mL) 0,93 0,47 0,35 0,16 12

TEOS (mL) 3,2 3,12 6,25 6,25 4

H20 (mL) 54 54 54 54 -

Tiempo de reaccion 16 h 16 h 16 h 16 h 6 dias
Temperatura (°C) 25 25 25 25 30
Disolvente EtOH EtOH EtOH EtOH EtOHabs

V Final Disolvente (mL) 50 50 100 100 114
Tamano final (nm) - 200 100 50 50

Cuando se sintetizaron las nanoparticulas siguiendo las condiciones establecidas en
bibliografia para la prueba 1, se pudo observar que no habia formacién de particulas.'*

Siguiendo el protocolo de bibliografia establecido en la prueba 2, se observa la formacion
de particulas, de tamafo heterogéneo, pero con una poblacién mayor de particulas de 200
nm (Figura 65, Prueba 2)." En el caso de la prueba 3 se utilizé un protocolo diferente
obteniendo unas particulas sin forma definida y de tamafio 100 nm (Figura 65, Prueba 3).17°

Siguiendo las condiciones establecidas para la prueba 4 se obtuvieron particulas de
tamafo 50 nm y forma esférica. Sin embargo, este tipo de nanoparticulas se obtuvieron
como dispersion coloidal. Esta forma de obtencidon de particula presenta algunas
dificultades a la hora de su posterior manipulacion en las reacciones de modificacion
superficial. Por lo que se plante6 el desafio de sintetizar nanoparticulas de 50 nm en forma
solida (Figura 65, Prueba 4).17

Finalmente, con las condiciones de reaccién de la prueba se obtuvieron las particulas del
tamario deseado, de forma esférica y solidas."”” Estas particulas presentan la ventaja de
una manipulacién mas facil a la hora de llevar a cabo los procesos de pesada y cambio de
disolvente en las diferentes reacciones de modificacion superficial posteriores.
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Figura 65. Imagenes de TEM de las particulas obtenidas en las diferentes pruebas realizadas en
la sintesis de las particulas de 50 nm.
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+ Sintesis de particulas de 20 nm.

En el caso de la sintesis de las particulas de 20 nm, y con la experiencia obtenida en la
sintesis de las particulas de 50 nm, unicamente se hicieron dos pruebas para llegar al
tamafo deseado.

En la tabla 11 se muestran las condiciones utilizadas en las diferentes pruebas realizadas
para la sintesis de nanoparticulas de 20 nm.

Tabla 11. Diferentes pruebas para la sintesis de nanoparticulas de 20 nm.

N° de prueba 1 2

NH4OH (mL) 0,75 0,75

TEOS (mL) 1 0,5

Tiempo de reaccion 16 h 16 h

Temperatura (°C) 25 25
Disolvente EtOHabs MeOH/ButOH 4:1

V Final Disolvente (mL) 100 60

Tamano final (nm) - 20

Figura 66. Imagenes de TEM de las particulas obtenidas en las diferentes pruebas realizadas en
la sintesis de las particulas de 20 nm.

Siguiendo el protocolo de sintesis de las nanoparticulas siguiendo las condiciones
establecidas en la prueba 1, se pudo observar la formacion de un solido blanco.'”®
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Por lo que para comprobar que las particulas tenian el tamano deseado se le realizaron
imagenes de TEM. Se pudo observar que se habian formado pocas particulas y que tenian
un tamafio mayor a 20 nm (Figura 66, prueba 1).

Con las condiciones utilizadas en la prueba 2 se obtuvieron las particulas de forma esférica
y homogénea y tamario 20 nm.'”® Estas particulas se han obtenido en forma de dispersién
coloidal (Figura 66, prueba 2).

Las particulas obtenidas se han evaluado mediante diferentes técnicas de caracterizacion.
¢+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas SiO». presenta bandas vibracionales caracteristicas de

los enlaces Si-O-Si Yy Si-OH (1100 UasimetricaSi-O-Si, 950 Vsimetricasi-oH 795 VLasimetricasi-0-si Cm-1)
(Figura 67).132-134
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Figura 67. FTIR de las particulas de silice de 50 y 20nm.

¢ Microscopia electrénica de transmision (TEM).

Las micrografias obtenidas mediante TEM muestran una morfologia esférica de las
particulas y un diametro de tamaro 50 y 20 nm (Figura 68 b) y d)).
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¢ Dispersion de luz dinamica (DLS).

El espectro de DLS presenta una banda a 71 nm en el caso de las particulas de 50 nmy a
30 nm en el caso de las particulas de 20 nm, lo que indica el tamafo deseado y la
homogeneidad de las particulas SiO. obtenidas (Figura 68 a) y c)). El valor de PDI para las
particulas de 50 nm ha sido de 0,30 y 0,24 para las particulas de 20
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Figura 68. a) DLS de las particulas de silice de 50 nm, b) TEM de las particulas de silice de 50
nm, c) DLS de las particulas de silice de 20 nm, d) TEM de las particulas de silice de 20 nm.
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IV.3. Modificacién quimica de la superficie de las particulas de
silice de 50 y 20 nm, SiO2-De.

La funcionalizacién superficial de las nanoparticulas se ha llevado a cabo siguiendo el
protocolo descrito en los capitulos anteriores. Se muestra un esquema en la figura 69.

Figura 69. Funcionalizacién superficial de las particulas de silice de 50 y 20 nm

IV.4. Funcionalizacién de las particulas de silice de 50 y 20nm con
el determinante antigénico, DeAn@SiO:.

Para iniciar los estudios de BAT con nanoparticulas, en este trabajo se ha sintetizado un
unico material (DeAn@SiOz) para cada tamafio de particula utilizando amoxicilina como 3-
lactamicos.

Se ha elegido amoxicilina como farmaco, ya que actualmente es el antibiético mas recetado
para combatir enfermedades bacterianas y por lo tanto el mayor causante de alergias. Por
lo que hay una mayor cantidad de pacientes alérgicos a este antibiético, y una mayor
disponibilidad de sueros para realizar los ensayos.
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Para ello se ha hecho reaccionar el material modificado con el dendrimero (SiO»-De) con
amoxicilina, siguiendo el protocolo descrito en el capitulo anterior, y obteniéndose
compuesto final DeAXO@SiO: (Figura 70).
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Figura 70. Sintesis de 50 y 20nm DeAXO@SiO2.

IV.5. Caracterizacion:

Para llevar a cabo la caracterizacion de estas particulas se han empleado diferentes
técnicas que se detallan a continuacion:

¢ Potencial-Z.

Las medidas de Potencial-Z se han utilizado para hacer un seguimiento de cada etapa de
funcionalizacion, mediante el cambio de la carga superficial de la superficie de la particula
ya que se espera que esta cambie en cada etapa, corroborando la modificacion quimica al
igual que en el apartado anterior.

Las medidas de Potencial-Z se han realizado por triplicado y en PBS para emular el pH
fisiolégico.
Se ha podido observar como la tendencia de los valores de potencial-Z de los diferentes

pasos de reaccién ha sido la esperada para las particulas sintetizadas, siendo estos valores
similares en ambos tamanos de particulas (Figura 71 y Tabla 12).
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Tabla 12. Potencial-Z de las particulas SiO2 de 50 y 20nm funcionalizadas

€ (mV) 50 nm 20 nm
SiO; -36 £ 4 -38+4
SiO2-NH: 344 203
Si0.-CO:H 294 -25+3
SiO2-De 405 43+6
DeAXO@SiO: -10£3 T+2

Figura 71. Representacion gréfica de los valores de Potencial-Z de las particulas funcionalizadas.

¢ Test de Ninhidrina.

Para llevar a cabo una estimacién del grado de funcionalizaciéon de las particulas se ha
realizado el test de Ninhidrina, y asi cuantificar el nimero de grupos amino primarios libres
presentes en la superficie de la misma.'#?

Al igual que en el apartado anterior, previamente a las medidas de la muestra se ha
realizado una recta de calibrado con butilamina en medio acuoso en un rango de

concentraciones conocidas entre 300 y 900 uM, siguiendo el mismo protocolo descrito.
144,145

Se observa como los valores del test de Ninhidrina de las particulas funcionalizadas con

APTES, Anhidrido succinico y PAMAM-G2 son coherentes con los valores obtenidos en
las particulas sintetizadas en el capitulo anterior (Figura 72 y Tabla 13).
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Tabla 13. Valores de Test de Ninhidrina expresados en pmol-NH2/g de las particulas de
Fes04@SiO; funcionalizadas.

Particulas 50 nm 20 nm
SiO2-NH: 194 200

SiO2-CO:H 66 66
SiO2-De 270 287

Figura 72. Representacion gréfica de los valores de Test de Ninhidrina las particulas
funcionalizadas.

Se ha observado, ademas, que la cantidad de grupos amino aumenta cuanto menor es el
tamano de particula cuando la particula esta funcionalizada tanto con APTES y como con
PAMAM-G2, hecho que se explica ya que cuanto menor es el tamano de particula, mayor
es el area superficial por gramo de particula, lo que se traduce directamente en una mayor
cantidad de grupos amino por gramo de particula en ambos casos.

Asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres al igual que en el apartado
anterior, se ha estimado para todos los tamafos de particulas los pmoles de PAMAM-G2
por gramo de particula de SiO2-De.
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¢ 50 nm SiO;

En el caso de las particulas de 50 nm SiO: el valor que se ha obtenido del test de Ninhidrina
expresado en pmol de grupo amino por gramo de particula, indica la introduccion de 194
umol de grupos amino por gramo de particulas en ambos casos cuando la superficie de
la particula esta funcionalizada con APTES.

Cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos se detecta una
disminucién del valor obtenido siendo este 66 pmol de grupos amino por gramo de
particulas, lo que indica que aproximadamente el 66% de los grupos aminos de la superficie
de la particula reaccionaron con anhidrido succinico y, como consecuencia, se han
insertado 128 ymol de unidades carboxilicas por gramo de particulas.

Después del acoplamiento covalente del dendrimero PAMAM-G2 sobre la superficie de las
particulas, se ha obtenido un valor de 270 pmol de grupos amino por gramo de particulas
funcionalizadas con el dendrimero. Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 66 pmol
de grupos amino por gramo de particulas, los dendrimeros contribuyen con 204 umolNH2/g
de particulas.

Figura 73. Estimacion del grado de funcionalizacién con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 200 nm en base a los valores obtenidos mediante
el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula

Esto implica la introduccion de 14 umol de PAMAM-G2 por gramo de particulas
funcionalizada con dendrimero, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino
libres, es decir reaccionan aproximadamente el 11% de los grupos carboxilicos de la
superficie de la particula (Figura 73).

Para estimar la cantidad de amoxicilina anclada covalentemente a la superficie se asume
que los 15 grupos amino libre del dendrimero PAMAM-G2 anclado a la superficie de la
particula reaccionan con unidades de farmaco.'7.125

Sabiendo la contribucion de grupos amino segun los calculos realizados después de
obtener el valor del test de ninhidrina en la superficie de la particula correspondiente al
dendrimero (SiO2-De) es de 204 ymol de -NH>/g, y asumiendo que los 15 aminos libres del
dendrimero reaccionan con la AX, la cantidad de esta anclada covalentemente SiO,-De
sera de 204 umol de AX/g de particula de DeAXO@SiO-.
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¢ 20 nm SiO,.

En el caso de las particulas de 20 nm SiO- el valor que se ha obtenido del test de Ninhidrina
cuando la superficie de la particula esta funcionalizada con APTES es de 200 pmol de
grupos amino por gramo de particulas.

Sin embargo, cuando la superficie esta funcionalizada con grupos carboxilicos el valor
obtenido es de 66 pmol de grupos amino por gramo de particulas, por lo que han
reaccionado el 67% de los grupos aminos de la superficie con anhidrido succinico y, como
consecuencia, se han insertado 134 ymol de unidades carboxilicas por gramo de particulas
de SiOz-COzH.

Después de la funcionalizacion con PAMAM-G2, se ha obtenido un valor de 287 pmol de
grupos amino por gramo de particulas de SiO.-De.

Teniendo en cuenta que ya estaban presentes 66 umol de grupos amino por gramo de
particulas, los dendrimeros contribuyen con 221 umolNH2/g de particulas.

Figura 74. Estimacion del grado de funcionalizacion con PAMAM durante el procedimiento de
modificacion de la superficie de las particulas de 200 nm en base a los valores obtenidos mediante
el test de Ninhidrina. Todos los valores estan referidos por gramo de particula.

Esto implica la introduccion de 15 pymol de PAMAM-G2 por gramo de particulas de
Fes04@SiO2-De, asumiendo que cada PAMAM-G2 posee 15 grupos amino libres, es decir
reaccionan aproximadamente el 12% de los grupos carboxilicos de la superficie de la
particula (Figura 74).

De la misma forma la cantidad de amoxicilina anclada covalentemente al dendrimero ha
sido de 221 pymol de farmaco/g de particula de DeAXO@SiO- respectivamente

+ Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de las particulas después de la modificacion superficial muestra una

banda intensa alrededor de 1050 cm', caracteristica de los enlaces Si-O (Usi.0), presente

en todos los espectros y, ademas, aparecen dos nuevos picos en el espectro de SiO,-De
y DeAn-SiO;.
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Estas nuevas bandas, a 1635 y 1540 cm-1, son tipicas de los grupos amida (vc=0 Y LN-H
respectivamente) y se observan en todas las particulas donde el dendrimero esta unido

covalentemente (Figura 75). Por lo tanto, se ha podido confirmar la correcta
funcionalizacioén de la superficie de las particulas.
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Figura 75. FTIR de las particulas funcionalizadas a) 50 nm SiO», b)20 nm SiO

¢ Resonancia magnética nuclear de sélido ("H-RMN).

Se ha realizado el espectro de '"H-RMN de solido de las particulas DeAXO@SiO, de 50 nm
al igual que las particulas de silice del capitulo anterior. Sin embargo, esta técnica no se

ha podido usar con las particulas DeAXO@SiO- de 20 nm debido dificultad de formar una
dispersion coloidal de particulas en agua deuterada.
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Como modelo se ha utilizado el espectro 'H-RMN del conjugado amoxicilina-butilamina
(Bu-AX0).™01

En el espectro DeAXO@SIiO- se han podido observar los picos caracteristicos de la unidad
de AXO. Las senales correspondientes al anillo de B-lactama abierto se han observado a
4,94 y 4,32 ppm (H-5 y H-6), respectivamente. Cuando este anillo esta cerrado en AX, H-
5 y H-6 aparecen alrededor de 5,5 ppm. La ausencia de sefal en ese rango del espectro
indica que no se ha adsorbido en la superficie de la particula y que toda esta como AXO
unida al dendrimero. Son caracteristicos también los picos en la region aromatica a 7,34 y
6,89 ppm ya que no existen otras estructuras aromaticas en el material (Figura 76).'4"

La presencia del dendrimero PAMAM se ha confirmado en todos los espectros por la sefial
entre 3,7 y 2,0 ppm, tipica de este tipo de dendrimeros.

Figura 76. a) Espectro de 'H-RMN de DeAXO@SiO; (suspendido en D,0) y b) Conjugado
Amoxicilina-Butilamina (Bu-AXQO)
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En el caso de las particulas de 20 nm no se ha podido obtener un espectro de RMN, pero
hay que tener en cuenta que el proceso de funcionalizacion ha sido el mismo y los datos
obtenidos en este proceso de funcionalizacién son coherentes, siendo el valor de Z-
potencial coherente en el caso de la funcionalizaciéon con amoxicilina.

Y que, ademas, la reaccion se ha llevado a cabo siguiendo el protocolo de reaccion
establecido y reproducible para las demas particulas. Se ha podido asumir que la
funcionalizacién del dendrimero de la superficie de la particula con la amoxicilina ha sido
correcta.

Actualmente estas estructuras se estan usando para realizar ensayos de test de activacién
de basdfilos en colaboracion con el grupo de investigacion de Enfermedades alérgicas a
farmacos y alérgenos del Hospital Regional Universitario de Malaga (HRUM), liderado por
la Dra. M.J. Torres.

En este capitulo se ha optimizado tanto la sintesis de particulas de SiO, de 50 y 20 nm
como el proceso de funcionalizacion de las mimas con diferentes farmacos (Amoxicilina,
Bencilpenicilina). La obtencidn de estos nanosistemas de forma reproducible ha supuesto
un reto importante debido a los problemas de aglomeracién que tienen lugar. En este caso,
se han obtenido muestras sélidas que pueden ser re-suspendidas facilmente en medios
acuosos, lo que facilita en gran medida su aplicacion en ensayos clinicos.
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Conclusiones

1.- Se ha disefiado una metodologia eficaz y reproducible para la modificacion superficial
de las particulas de SiO; que permite el anclaje covalente de los Dendrimeros-Antigénicos.
Este disefio ha permitido la monitorizacion de las etapas sintéticas empleando técnicas
convencionales, asi como realizar una estimacion cuantitativa del grado de modificacion
quimica conseguido.

Los materiales preparados, DeAn@SiO,, han sido evaluados por ensayos tipo RAST,
mejorando la sensibilidad y selectividad de las técnicas convencionales empleadas en la
practica clinica, sin obtener falsos positivos o negativos que dificultan el diagnéstico.

2.- Se han preparado particulas de Fe3z04 de diferentes diametros de una forma eficaz y
reproducible. Estas particulas se han recubierto de una capa de SiO; de forma efectiva,
permitiendo asi su modificacion quimica empleando los protocolos previamente
establecidos. Los materiales asi preparados, DeAn@Fe3z04cSiO,, han sido evaluados por
ensayos tipo RAST, mejorando considerablemente los tiempos de realizacion del test. Se
ha ampliado considerablemente el nimero de muestras de suero evaluadas, obteniendo
una sensibilidad y selectividad mayor que las técnicas convencionales empleadas en la
practica clinica.

Se han iniciado los ensayos necesarios para la validacion clinica del material disefiado con
objeto de su traslado a la practica hospitalaria.

3.- Se han preparado particulas de SiO, de 50 y 20 nm de diametro. Se han modificado
superficialmente con Dendrimeros-Antigénicos de manera eficaz y reproducible, con objeto
de su aplicacion en técnicas de diagnostico tipo BAT.
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Experimental

VI.1. Reactivos, disolventes y técnicas analiticas.

Los productos quimicos se han comprado a Sigma-Aldrich, VWR o Alfa Aesar y se han
usado sin purificacion adicional a menos que se indique lo contrario. Los disolventes se
han comprado a VWR. El agua se ha purificado mediante un sistema de purificacion Mili-
Q de Milipore.

A menos que se indique lo contrario, todas las reacciones se han realizado al aire. Todas
las reacciones que necesitaban condiciones anhidras se han llevado a cabo utilizando
técnicas estandar en una atmadsfera inerte de argén o nitrégeno sin oxigeno, a menos que
se indique lo contrario.

Los experimentos de microscopia electrénica de transmisién (TEM) se han realizado en el
Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia, BIONAND. Las imagenes y las medidas
de tamano y morfologia de los materiales sintetizados se han realizado utilizando un
microscopio Thermo Fisher Scientific Tecnai G2 20 Twin.

Para las medidas de TEM una gota de 5 uL de una suspension de 1 mg/mL de particulas
en agua Mili-Q™ se ha colocado sobre una rejilla de cobre de tamafio de malla 200 cubierta
con una pelicula Formvar-Carbon y se ha dejado secar durante 16 horas a temperatura
ambiente. No se ha utilizado agente de contraste para estas muestras. El voltaje utilizado
ha sido de 120 kilovoltios (Kv) y el haz de electrones ha sido de entre 6 y 8.8 microamperios
(uA). Las imagenes digitales se han capturado con una camara Olympus Veleta de 2k x 2k
megapixeles (MP) o con una camara Thermo Fisher Scientific Eagle de 4k x 4k MP

Los experimentos de microscopia electrénica de transmision con espectroscopia de rayos
X con energia dispersiva (TEM-EDX) se han realizado en los Servicios Centrales de
Investigacién (SCAI) en la Universidad de Malaga.
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Los datos se han obtenido de un microscopio de transmision (TEM/STEM) FEI Talos F200X
con un voltaje de aceleracion de 200 Kv y con sistema de microanalisis EDX Super-X.

Los experimentos para determinar el diametro hidrodinamico y la estabilidad de las
particulas en soluciones acuosas se han realizado en un instrumento Malvern Zetasizer
Nano ZS90. El instrumento esta equipado con un “laser rojo” (A = 300nm) y las medidas se
han realizado con un angulo de deteccion de 90°C. Las muestras se han preparado
suspendiendo 1 mg de las particulas correspondientes en 3 mL de agua Mili-Q™.

Las medidas de potencial Z se han llevado a cabo utilizando una combinacion de técnicas
electroforéticas y de velocimetria de laser Doppler en un instrumento Malvern Zetasizer
Nano ZS90 usando la aproximaciéon de Smoluchowski. Las muestras se han preparado
suspendiendo 1 mg de las particulas correspondientes en 3 mL de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). Todas las medidas se han realizado por duplicado.

Los espectros infrarrojos (IR) se han registrado utilizando un espectrofotometro FT/IR
JASCO 4100 equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) a
temperatura ambiente en BIONAND. Las medidas se han llevado a cabo con 5 mg de las
correspondientes particulas.

Las medidas de ultravioleta (UV-Visible) se han llevado a cabo en un espectrofotémetro
UV-Visible VARIAN CARY 100BIO en BIONAND.

Los espectros de 'H-RMN se han adquirido en BIONAND en un espectréometro Bruker
Avance de 600 MHz equipado con una sonda TXI HR-MAS de 4mm utilizando la secuencia
zgpr (es decir un pulso de presaturacion de baja potencia seguido de un pulso de alta
potencia de 90°C). Se han obtenido un total de 32k puntos de datos en 64 escaneos a 25°C
a una velocidad de giro de 5kHz. Las muestras se han preparado suspendiendo 20mg de
las correspondientes particulas en 600 uL de D20 vy transfiriéndola a un rotor de circonio
HR-MAS.

Los datos XPS se han obtenido en los Servicios Centrales de Investigacion (SCAI) en la
Universidad de Malaga, en un PHI VERSAPROBE Il de Physical Electronics con un
analizador de electrones hemisférico multicanal. Como fuente de excitacion se ha utilizado
radiacion monocromatica Alka (1486.6 eV). El area analizada de la muestra ha sido de 100
micrémetros de didmetro. La escala de energia del espectrometro se ha calibrado
utilizando las lineas fotoelectronicas Cu 2p3/2, Ag 3d5/2 y Au 4f7/2 a las energias de
ligadura (B.E.) 932.7, 368.3 y 84.0 eV, respectivamente. Las muestras se han montado en
un porta-muestras con cinta adhesiva y se han mantenido a alto vacio en la camara de
preparacion antes de transferirlas a la camara de analisis. La presioén residual en la camara
de analisis se ha mantenido por debajo de 2.0 x 10”7 Pa durante la adquisicion de espectros.
Los porcentajes de concentracion atémica (A.C.%) de los elementos caracteristicos se han
determinado a partir de los espectros después de restar un fondo de tipo Shirley, y teniendo
en cuenta el factor de sensibilidad del area correspondiente para cada linea fotoelectrénica.

Las medidas de radioactividad del RAST e Inhibicién de RAST se han llevado a cabo en
un contador gamma Multri Crystal LB 2111 RIA Counter.en los servicios centrales a la
investigacion (SCAI) en la unidad de radiois6topos.
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VI.2. Procedimientos generales.

VI.2.1. Test de Ninhidrina: cuantificacion de los grupos aminos
primarios.

La cuantificacion de grupos amino primarios libres presentes en la superficie de la particula
se llevan a cabo mediante el test de Ninhidrina00:145.180,

La disolucion de Ninhidrina se prepara disolviendo ninhidrina (300mg) e hidrantina (45mg)
en DMSO anhidro (11.25 mL). A continuacién, se afiade un tampon de acetato de litio 4M
en agua a pH= 5.3 (3.75 mL) para finalmente pasar una corriente de N. y desoxigenar la
disolucion.

Las particulas correspondientes (1 mL de una suspension en agua Mili-Q™ de 3mg/mL) se
colocan en un tubo sellado y posteriormente se afiade 1 mL de la disolucion de ninhidrina
previamente preparada. A continuacion, se calienta la mezcla a una temperatura de 100°C
durante 15 minutos. Posteriormente, se agregan 5 mL de agua/etanol al 50%.

La mezcla de reaccion se filtra mediante un filiro de poliamida de 0.20 ym y se mide la
absorbancia de la disolucion obtenida (A = 570nm; £=26416 M’ cm™) con un
espectrofotometro UV-Visible.

Previamente a la realizacion del protocolo con las particulas se realiza una recta de
calibrado siguiendo el mismo protocolo con disoluciones acuosas de n-butilamina en un
rango de concentraciones entre 100 y 900 uM. Las medidas se realizan por triplicado en
todos los casos.

V1.2.2. Protocolo RAST con particulas.

El protocolo RAST se lleva a cabo en los servicios centrales a la investigacion (SCAI) en la
unidad de Radiolsotopos y en el Hospital Civil de Malaga en la unidad de Alergia.

Para llevar a cabo estos ensayos, se pesan 2mg de particulas funcionalizadas con el
determinante antigénico a estudiar y se resuspenden en 20 uL de PBS 1X. Posteriormente
se afladen 30 L del suero del paciente y se agita durante 24h en una camara humeda.
Pasado este tiempo se lavan las particulas con una disoluciéon de PBS 1X Tween 80 al
0.05% (x 3 veces) y se afiaden 25 uL del antianticuerpo marcado con 1'% dejandolo en
agitacion durante 24h en camara humeda. Finalmente, se lavan las particulas con la
disolucion de PBS 1X Tween 80 al 0.05% (x 3 veces), y se mide la radioactividad en un
contador gamma.

VI1.2.3. Protocolo Inhibicion de RAST con particulas.

El protocolo de inhibicion de RAST se lleva a cabo en los servicios centrales a la
investigacion (SCAI) en la unidad de Radiolsétopos y en el Hospital Civil de Malaga en la
unidad de Alergia.
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Para llevar a cabo estos ensayos, se introducen 15uL del inhibidor y 30uL del suero del
paciente en el tubo de ensayo y se incuban durante 24 horas en una camara humeda.
Posteriormente, se anaden las particulas funcionalizadas con el determinante antigénico
(2 mg/20 uL de PBS 1X) y se incuban durante otras 24h en la camara humeda. Pasado
este tiempo se lavan las particulas con una disolucién de PBS 1X Tween 80 al 0.05% (x 3
veces) y se afiaden 25 pL del antianticuerpo marcado con 1'?° dejandolo en agitacion
durante 24h. Finalmente, se lavan las particulas con la disolucion de PBS 1X Tween 80 al
0.05% (x 3 veces), y se mide la radioactividad en un contador gamma.

VI.2.4. Protocolo de marcaje del anticuerpo 1'25.

El protocolo de marcaje del anticuerpo se lleva a cabo en los servicios centrales a la
investigacion (SCAI) en la unidad de Radiolsétopos.

Para llevar a cabo el marcaje se diluye a 1mg/ml una mezcla de 2 mAB anti-lgE humana
proporcionada por Thermo Fisher Scientific iNc (Phadia AB, Uppsala, Suecia) en PBS
(pH=7.4). Se prepara una aliocuta de 15 mL (15 mg) de la disolucion madre y se completa
el volumen hasta 45 mL con PBS. La mezcla preparada se afiade al fondo de un tubo de
yodacion prerrevestido Pierce (Thermo Fisher Scientific) inmediatamente después, 2.4 mL
(250 mCi) de Nal'?® (NEZO33A001MC, PerkingElmer, Madrid, Espafia) con concentracion
23 mCi/mL y 17 Ci/mg de actividad especifica y se deja reaccionar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Pasado este tiempo se saca la mezcla del tubo de yodacion y se
completa el volumen con PBS hasta 500 mL para detener la reaccion. Se mantienen 5 mL
para medir el maximo como referencia para los calculos.

Para la purificacion de anticuerpos, se utiliza una columna sephadex PD Minitrap G-25 (Ge
Healthcare Life Science, Buckinghamshire, Reino Unido). Se recogen fracciones de 0.5 mL
y se mide la radiactividad usando un contador gamma para la identificacién de fracciones
que contenian IgG radiomarcada. Las fracciones que contienen anticuerpo se combinan y
se calcula el rendimiento de yodacion, la actividad incorporada y la actividad especifica.

VI.3. Sintesis de particulas de silice y o6xido de hierro
funcionalizadas con determinantes antigénicos.

Sintesis de particulas de silice de 200 y 500nm (SiO2)
Sintesis de particulas de silice de 500nm SiO..

A 55 mL de Etanol absoluto (55 mL, 2 mol) se le afiade amoniaco (NH3, 7.5 mL, 0.32 mmol)
y se agita durante 15 minutos. Posteriormente, se afiade tetraetilortosiliceto (TEOS, 4.5
mL, 22.5 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 16h para dar lugar a la reaccion
de formacion de las particulas. Las particulas obtenidas se purifican lavando mediante
periodos de centrifugacién (15 min, 3500 rpm). Primero con HCI (x 1 vez) y después con
Agua Mili-Q™ (x 2 veces). Finalmente obtiene 1 g de particulas de silice (SiO.)
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Sintesis de particulas de silice de 200nm-SiO..

A una mezcla de etanol absoluto (27 mL) en agua (90 mL, 3,2 mol) se ahade amoniaco
(NHs, 5 mL, 0,21 mmol) y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos.
Posteriormente se afiade tetraetilortosiliceto (TEOS, 2.4 mL, 12 mmol) y se deja agitando
en el ultrasonido a temperatura ambiente durante 2h para dar lugar a la reaccién de
formacion de las particulas. Las particulas obtenidas se purifican lavando mediante
periodos de centrifugacion (15 min, 3500 rpm). Primero con HCI (x 1vez) y después con
Agua Mili-Q™ (x 2 veces). Finalmente se obtiene 1.5 g de particulas de silice (SiO)

Funcionalizacion de la superficie de 200nm y 500nm-SiO:.
Funcionalizacién con grupos amino.

SiO2 (1 g) se resuspende en Tolueno (300 mL) y se deja agitando en el ultrasonido durante
15 minutos. Posteriormente, se afiade 3-(aminopropil)-trietoxisilano (APTES, 1mL, 4.2
mmol), y se deja agitando en el ultrasonido una hora mas. Por ultimo, se anade un exceso
de APTES (1 mL, 4.2 mmol) y se agita a temperatura de reflujo durante 16 horas. Las
particulas obtenidas se lavan con tolueno (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces)
mediante centrifugacion (15 min, 3500 rpm). Finalmente se liofiliza para obtener las
particulas amino-funcionalizadas en estado sélido (SiO2-NH>).

Funcionalizacién con grupos acido carboxilico.

Las particulas amino-funcionalizadas (SiO>-NH», 900 mg), se resuspenden en dimetil-
formamida (DMF, 33 mL) y se deja agitando en el ultrasonido 15 minutos. Posteriormente,
se afiade anhidrido succinico (2.30 g, 22.9 mmol) disuelto en DMF (17 mL) y se deja
agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas. Por ultimo, se afade trietilamina (TEA,
286 pL, 2.5 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se lavan con DMF (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante
centrifugacion (15 min, 3500 rpm). Finalmente, se liofiliza para obtener las particulas
carboxi-funcionalizadas (SiO2-CO2H).

Funcionalizacion con dendrimeros PAMAM-G2.

A las particulas funcionalizadas con grupos carboxilos (SiO.-COOH, 800 mg) se les afiade
1-(3-(dimetilamino) propil)-3-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDCI, 276mg, 1.4 mmol) y N-
hidroxisuccinimida (NHS, 320 mg, 2.8 mmol) disueltos en dimetil-formamida anhidra (DMF,
13mL). La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos, para afadir
posteriormente el dendrimero PAMAM-G2 (137 mg, 0.04 mmol) disuelto en DMF anhidra
(12 mL). Esta mezca se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas y se agita
a temperatura ambiente durante 16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3
veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacién (15 min, 3500 rpm).
Finalmente, se liofiliza para obtener las particulas dendrimero-funcionalizadas (SiO2-De).
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Funcionalizacion de las particulas de 500nm SiO:-De con antibidticos B-
lactamicos (BLs).

Las particulas funcionalizadas con dendrimeros (500nmSiO,-De, 150mg) se resuspenden
en 4mL de una disoluciéon acuosa 0.05M Na.CO3/NaHCO3z a pH=10.2, 10mg/mL del
correspondiente antibidtico (AX y BP) o de la mezcla 1:1 de ambos. La mezcla se deja
agitando en el ultrasonido durante 15 minutos y se agita a una temperatura de 4°C durante
7 dias, afadiendo cada 24 horas 10 mg del correspondiente BL. Las particulas obtenidas
se lavan con PBS 1X (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacion
(15 min, 3500 rpm). Finalmente, se liofiliza para obtener las particulas
antigenodendrimérico-funcionalizadas (DeAn@SiO2).

Funcionalizacién de las particulas de 200nm SiO»-De con antibiéticos B-
lactamicos (BLs).

Las particulas funcionalizadas con dendrimeros (200nm-SiO,-De, 150mg) se resuspenden
en 4mL de una disolucién acuosa,10mg/mL de amoxicilina, 0.05M Na>CO3/NaHCO; a
pH=10.2. La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos y se agita a una
temperatura de 4°C durante 7 dias, afiadiendo cada 24 horas 10 mg de amoxicilina. Las
particulas obtenidas se lavan con PBS 1X (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces)
mediante centrifugacion (15 min, 3500 rpm). Finalmente, se liofiliza para obtener las
particulas antigenodendrimérico-funcionalizadas (200nmDeAn@SiO).

Sintesis de particulas magnéticas de 200, 50, 30 y 15nm (Fe304).
Sintesis de 200nm FesO..

En un autoclave se anade etilenglicol (EG, 80 mL) y cloruro de hierro hexahidratado
(FeClz-6H.0, 2.7g, 10 mmol) agitando durante 15 minutos. Posteriormente se anade
acetato sodico (NaOAC, 7.2g, 87.7 mmol) y polietilenglicol (PEG, 2g, 0.5 mmol). Se cierra
el autoclave y se calienta a una temperatura de 200°C durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se purifican lavando con Agua Mili-Q™ (x 4 veces) mediante procesos de
imantacion. Finalmente se obtienen 800 mg de particulas de hierro (FesO.).

Sintesis de 50nm Fe3O,.

En un autoclave se anade etilenglicol (EG, 80 mL) y cloruro de hierro hexahidratado
(FeCls-6H20, 1.06g, 3.94 mmol) agitando durante 15 minutos. Posteriormente se afnade
acetato sodico (NaOAC, 5.25g, 64 mmol) y agua (H20, 5.4g, 300 mmol) Se cierra el
autoclave y se calienta a una temperatura de 200°C durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se purifican lavando con Agua Mili-Q™ (x 4 veces) mediante procesos de
imantacion. Finalmente se obtienen 600 mg de particulas de hierro (FezO.).
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Sintesis de 30nm Fes0,.

En un autoclave se anade etilenglicol (EG, 80 mL) y cloruro de hierro hexahidratado
(FeCls-6H20, 0.79 g, 2.93 mmol) agitando durante 15 minutos. Posteriormente se afade
acetato sodico (NaOAC, 5.25g, 64 mmol) y agua (H20, 5.4g, 300 mmol) Se cierra el
autoclave y se calienta a una temperatura de 200°C durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se purifican lavando con Agua Mili-Q™ (x 4 veces) mediante procesos de
imantacion. Finalmente se obtienen 500 mg de particulas de hierro (FesOs).

Sintesis de 15nm Fe30,.

En un autoclave se anade etilenglicol (EG, 80 mL) y cloruro de hierro hexahidratado
(FeCls-6H20, 0.53 g, 1.97 mmol) agitando durante 15 minutos. Posteriormente se afade
acetato sodico (NaOAC, 5.25g, 64 mmol) y agua (H20, 5.4g, 300 mmol) Se cierra el
autoclave y se calienta a una temperatura de 200°C durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se purifican lavando con Agua Mili-Q™ (x 4 veces) mediante procesos de
imantacion. Finalmente se obtienen 300 mg de particulas de hierro (Fes0a).

Sintesis de 200, 50, 30 y 15nm Fe304c SiOa.
Sintesis del recubrimiento de silice de Fe3O..

Fesz04(0,5 g) se deja agitando en el ultrasonido durante 5 minutos en una mezcla de etanol
absoluto (45 mL), agua Milli-Q™ (15 mL) y amoniaco (NHs, 1.25 mL) para resuspender las
particulas. Posteriormente, se afiade gota a gota y mediante agitacion una disolucion de
TEOS (0.5 mL, 2.5 mmol) en etanol absoluto (15 mL). La reaccion se deja a temperatura
ambiente durante 16h. Las particulas obtenidas se purifican lavando con Agua Mili-Q™ (x
4 veces) mediante procesos de imantacion. Finalmente se obtienen 400 mg de particulas
de hierro cubiertas por una capa de silice (Fez04cSiO3).

Funcionalizacion de la superficie de 200, 50, 30 y 15nm Fe304cSiO:.
Funcionalizacién con grupos amino.

Fe;0.@SiO;2 (350 mg) se resuspende en Tolueno (20 mL) y se deja agitando en el
ultrasonido durante 15 minutos. Posteriormente, se afiade 3-(aminopropil)-trietoxisilano
(APTES, 1.75 mL, 7.4 mmol), y se deja agitando en el ultrasonido durante una hora. Por
ultimo, se afiade un exceso de APTES (1 mL, 4.2 mmol) y se agita a temperatura de reflujo
de tolueno durante 16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con tolueno (x 3 veces) y
con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante procesos de imantacion. Finalmente, se obtienen
las particulas amino-funcionalizadas (Fe304cSiO2-NHy).

153



Capitulo VI

Funcionalizacién con grupos dcido carboxilico.

Las particulas amino-funcionalizadas (Fes0scSiO2-NH2, 300 mg), se resuspenden en
dimetil-formamida (DMF, 11 mL) y se deja agitando en el ultrasonido n durante 15 minutos.
Posteriormente se afiade anhidrido succinico (660 mg, 6.6 mmol) disuelto en DMF (11 mL)
y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas. Por ultimo, se afade
Trietilamina (TEA, 96 pL, 0.84 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 16 horas.
Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces)
mediante procesos de imantacion. Finalmente, se obtienen las particulas carboxi-
funcionalizadas (Fe304cSiO2-CO2H).

Funcionalizacion con dendrimeros PAMAM-G2.

A las particulas funcionalizadas con grupos carboxilos (Fes04cSiO2-CO2H, 250 mg) se le
afnade 1-(3-(dimetilamino) propyl)-3-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDCI, 86.2 mg,
0.44mmol) y N-hidroxisuccinimida (NHS, 100 mg, 0.87 mmol) disuelto en DMF anhidra (4
mL). La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos. Posteriormente, se
afiade el dendrimero PAMAM-G2 (42.8 mg, 1.3x102 mmol) disuelto en DMF anhidra (4mL)
y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas. Por ultimo, se agita a
temperatura ambiente durante 16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3
veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante procesos de imantacion. Finalmente, se
obtienen particulas dendrimero-funcionalizadas (Fe;04cSiO,-De).

Funcionalizacién con antibiéticos B-lactamicos (BLs).

Las particulas funcionalizadas con dendrimeros (Fez04cSiO2-De, 150mg) se resuspenden
en 4mL una disolucion acuosa 0.05M Na>CO3/NaHCOs; a pH=10.2, 10mg/mL del
correspondiente antibidtico. La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15
minutos y se agita a una temperatura de 4°C durante 7 dias, afadiendo cada 24 horas 10
mg del correspondiente BL. Las particulas obtenidas se lavan con PBS 1X (x 3 veces) y
con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante procesos de imantacion. Finalmente, se obtienen
las particulas antigenodendrimérico-funcionalizadas (DeAn@Fe304cSiOs).

Sintesis de nanoparticulas de 50 y 20nm silice (SiO2).
Sintesis de particulas de silice 50nm-SiO;.

A 114 mL de Etanol absoluto (114 mL) se le afiade hidréxido amonico (NHsOH, 7.12 mL) y
se calienta a una temperatura de 50°C durante 6 h en agitacién. Posteriormente se afiade
tetraetil ortosiliceto (TEOS, 4 mL, 20 mmol) y se baja la temperatura a 30°C. La disolucion
se agita a 30°C durante 6 dias para dar lugar a la reaccién de formacion de las particulas.
Las particulas obtenidas se purifican lavando mediante periodos de centrifugacién (40 min,
6500 rpm), con HCI (x 1vez) y con Agua Mili-Q™ (x 2 veces). Finalmente se liofiliza para
obtener 800 mg de particulas de silice (SiO,)
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Funcionalizacion de la superficie de 50nm-SiO:.
Funcionalizacién con grupos amino.

SiO2 (800 mg) se resuspende en Tolueno (240 mL) y se deja agitando en el ultrasonido
durante 15 minutos. Posteriormente, se afade 3-(aminopropil)-trietoxisilano (APTES, 3.2
mL, 13.4 mmol)), y se deja agitando en el ultrasonido durante una hora mas. Por ultimo, se
afiade un exceso de APTES (1 mL, 4.2 mmol) y se agita a temperatura de reflujo de tolueno
durante 16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con tolueno (x 3 veces) y con agua
Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacion (40 min, 6500 rpm). Finalmente, se liofiliza
para obtener las particulas amino-funcionalizadas (SiO2-NH>).

Funcionalizacién con grupos acido carboxilico.

Las particulas amino-funcionalizadas (SiO>-NH», 750 mg), se resuspenden en dimetil-
formamida (DMF, 19 mL) y se deja agitando en el ultrasonido n durante 15 minutos.
Posteriormente se afiade anhidrido succinico (1.72 g, 16.9mmol) disuelto en DMF (28 mL)
y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas. Por ultimo, se afiade
Trietilamina (TEA, 216 pL, 1.8 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 16 horas.
Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces)
mediante centrifugacion (40 min, 6500 rpm). Finalmente, se liofiliza para obtener las
particulas carboxi-funcionalizadas (SiO2-CO2H).

Funcionalizacion con dendrimeros PAMAM-G2.

A las particulas funcionalizadas con grupos carboxilos (SiO.-CO2H, 600 mg) se les afiade
1-(3-(dimetilamino) propil)-3-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDCI, 207mg, 1.1mmol) y N-
hidroxisuccinimida (NHS, 240 mg, 2.1 mmol) disuelto en dimetil-formamida anhidra (DMF,
9 mL). La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos. Posteriormente,
se afiade el dendrimero PAMAM-G2 (103 mg, 3,1x102 mmol) disuelto en DMF anhidra (9
mL) deja agitando en el ultrasonido ndo durante 15 minutos mas. Se agita a temperatura
ambiente durante16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3 veces) y con
agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacion (40 min, 6500 rpm). Finalmente, se
liofiliza para obtener las particulas dendrimero-funcionalizadas (SiO2-De).

Funcionalizacién con antibiéticos B-lactamicos (BLs).

Las particulas funcionalizadas con dendrimeros (50nm-SiO.-De, 150mg) se resuspenden
en 4mL de una disolucion acuosa0.05M Na,COs/NaHCOs3 a pH=10.2, 10mg/mL de
Amoxicilina. La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos y agita a una
temperatura de 4°C durante 7 dias, anhadiendo cada 24 horas 10 mg de Amoxicilina. Las
particulas obtenidas se lavan con PBS 1X (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces)
mediante centrifugacion (40 min, 6500 rpm). Finalmente, se liofiliza para obtener las
particulas antigenodendrimérico-funcionalizadas (DeAn@SiO>).

Sintesis de particulas de silice 20nm-SiO;.

A una mezcla de metanol y butanol 4:1 (60 mL) se le afnade hidroxido amoniaco (NHs, 0.75
mL) y se agita durante 15 minutos. Posteriormente se afiade tetraetil ortosiliceto (TEOS,
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0.5 mL, 2.5 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 16h para dar lugar a la
reaccion de formacion de las particulas. Las particulas obtenidas se purifican lavando
mediante periodos de centrifugacién (25 min, 3500 rpm), con HCI (x 1vez) y con Agua Mili-
Q™ (x 2 veces). Finalmente se obtienen 300 mL (750 mg) de una dispersion coloidal de
particulas de silice en agua (SiO>)

Funcionalizacion de la superficie de 20nm-SiO..
Funcionalizacién con grupos amino.

A SiO2 (120 mL, 300 mg) se le afiade Tolueno (120 mL) y se centrifuga para cambiar el
disolvente. Este paso se realiza 3 veces para retirar todos los restos de agua obteniendo
asi una dispersion coloidal de particulas en Tolueno. Posteriormente, se afiade Tolueno
(300 mL) y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se
anade 3-(aminopropil)-trietoxisilano (APTES, 1.2 mL, 5 mmol)), y se deja agitando en el
ultrasonido durante una hora mas. Finalmente se anade un exceso de APTES (1 mL, 4.2
mmol) y se agita a temperatura de reflujo de tolueno durante 16 horas. Las particulas
obtenidas se lavan con tolueno (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante
centrifugacion (20 min, 6500 rpm) para obtener la dispersion coloidal de particulas amino-
funcionalizadas (SiO2>-NH>).

Funcionalizaciéon con grupos dcido carboxilico.

A las particulas aminofuncionalizadas (SiO2-NH2,100mL, 250 mg), se les afniade DMF (100
mL) y se centrifugan para cambiar el disolvente. Este paso se realiza 3 veces para retirar
todos los restos de agua obteniendo asi una dispersion de particulas en DMF.
Posteriormente, se afiade DMF (33 mL) y se deja agitando en el ultrasonido durante 15
minutos. Pasado este tiempo se afiade anhidrido succinico (800mg g, 7.9 mmol) disuelto
en DMF (13 mL) y se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas. Finalmente,
se anade Trietilamina (TEA, 100 L, 0.8 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante
16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3 veces) y con agua Milli-Q™ (x 3
veces) mediante centrifugacion (20 min, 6500 rpm) para obtener la dispersion coloidal de
particulas carboxi-funcionalizadas (SiO2-COOH).

Funcionalizacion con dendrimeros PAMAM-G2.

A las particulas funcionalizadas con los grupos carboxilos (SiO2,-CO2H, 80mL, 200 mg) se
les afnade DMF anhidro (80mL) y se centrifuga para cambiar el disolvente. Este paso se
realiza 3 veces para retirar todos los restos de agua obteniendo asi una dispersién de
particulas en DMF anhidro. Posteriormente, se pasa una corriente de argén durante 10
minutos y se afiade 1-(3-(dimetilamino) propil)-3-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDCI, 70mg,
0.4mmol) y N-hidroxisuccinimida (NHS, 80 mg, 0.7mmol) disuelto en DMF anhidra (10mL).
La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante 15 minutos. Finalmente, se afiade el
dendrimero PAMAM-G2 (35 mg, 1.7x10-* mmol) disuelto en DMF anhidra (10 mL) y se deja
agitando en el ultrasonido durante 15 minutos mas, para dejar agitando posteriormente a
temperatura ambiente durante 16 horas. Las particulas obtenidas se lavan con DMF (x 3
veces) y con agua Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacion (20 min, 6500 rpm) para
obtener la dispersion coloidal de particulas dendrimero-funcionalizadas (SiO2-De).
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Funcionalizacién con antibiéticos B-lactamicos (BLs).

A las particulas funcionalizadas con dendrimero (20nm-SiO.-De, 60mL, 150 mg) se les
afiade una disolucién tampén 0.05M Na>,CO3/NaHCO3; a pH=10.2 (60mL) y se centrifuga
para cambiar el disolvente. Este paso se ha realizado 3 veces para retirar todos los restos
de agua obteniendo asi una dispersion de particulas en tampon Na>COs/NaHCOs.
Posteriormente se afiade 4mL de una disolucion acuosa 0.05M Na;COs/NaHCOs3 a
pH=10.2, 10mg/mL de amoxicilina. La mezcla se deja agitando en el ultrasonido durante
15 minutos y se agita a una temperatura de 4°C durante 7 dias, afiadiendo cada 24 horas
10 mg de amoxicilina. Las particulas obtenidas se lavan con PBS 1X (x 3 veces) y con agua
Milli-Q™ (x 3 veces) mediante centrifugacion (20 min, 6500 rpm) para obtener la dispersion
coloidal de particulas antigenodendrimérico-funcionalizadas (DeAn@SiO).

V1.4. Calculos.

Recta de calibrado del Test de Ninhidrina para las particulas SiO2 de 500 nm
funcionalizadas.

Figura 77. Recta de calibrado con butilamina en disolucién acuosa entre las concentraciones 0 y
600 uM siguiendo el protocolo de Test de Ninhidrina.
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Tabla 14. Valores de la recta de calibrado del test de Ninhidrina realizado con butilamina para las
particulas SiO.

pmoles de -NH: Absorbancia
0 0
0,1 0,283
0,15 0,393
0,2 0,632
0,25 0,713
0,3 0,896
0,35 1,058
0,4 1,250
0,45 1,376
0,5 1,523
0,55 1,609
0,6 1,760
0.65 1,840

Los datos de absorbancia que obtienen después de medir las tres muestras donde se ha
formado el complejo de Ruherman para las particulas SiO2>-NH,, SiO»-COOH y SiO2-De
son los siguientes (Tabla 15):

Tabla 15. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas SiO2-NH.,
SiO2>-COOH y SiOz-De.

Particulas Absorbancia

SiO2-NH: 1,011 1,013 1,011

Si02-CO:zH 0,518 0,512 0,514
SiO2-De 1,509 1,515 1,515

Mediante la recta de calibrado y los datos de absorbancia obtenidos, se ha podido calcular
los umoles-NH2/ g de particulas. Estos datos han sido los resultantes de hacer la media de
las tres muestras medidas (Tabla 16).

Tabla 16. Calculo de umoles-NHJ/ g de particulas mediante los datos de absorbancia y la recta de
calibrado

Concentracion SiO2-NH; Si0,-COzH SiOz-De
pmoles-N!-Izl 3mg 0.341 0.173 0.510
de particulas
pmoles-NH/ mg 0.113 0.05 0.170
de particulas
pmoles-’NHzl g de 113 57 170
particulas
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Estimacién de la cantidad de PAMAM-G2 por superficie (nm?) de SiO2 de 500
nm.

Densidad de SiO; (d): 2.2 g/cm?®

Radio de una esfera (r): 250 nm

Volumen de una esfera (4/31r3); V = 4/31 (250 nm)® = 65,4-10 nm3

Masa de una esfera (d=m/V): M= 2,2:10?' g/nm® x 65,4:10° nm® = 1,4-10"3 g
Area de una esfera (41r2); A = 4171 (250 nm)? = 78,5-10* nm?

Numero de particula por gramo de muestra de SiO..

1 gx 1esfera/1,4:10"® g = 6,9-10"? esferas = 6,9-10'2 esferas/g particulas de SiO;

Superficie por gramo de SiOg:

78,5-10* nm?/esfera x 6,9-10" esferas = 5,5:10'® nm? = 5,5-10'® nm?/g Particulas de SiO-
(aproximadamente 6 m?/g Particulas de SiOy)

113 umoINH2 x 1 pmol PAMAM-G2/15 pmol grupos amino= 7,5 ymol PAMAM-G2

Se ha podido estimar la presencia 7,5 ymol PAMAM-G2/g de particula de SiO2-De
y, por tanto:

7.5-10° mol PAMAM-G2 x 6.023-10%® dendrimeros PAMAM-G2/mol= 4.5-10"® moléculas

de PAMAM-G2

Por consiguiente:

4.5-10"® moléculas PAMAM-G2/g de particulas de SiO, x 1 g de particulas de SiO2/5.5-10"8
nm? = 0.82 moléculas de PAMAM-G2/ nm?. Alrededor de 1 PAMAM-G2/ nm?.
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Recta de calibrado del Test de Ninhidrina para todos los tamafnos de
particulas Fe3O4cSiO:2 funcionalizadas.

Figura 78. Recta de calibrado con butilamina en disolucién acuosa entre las concentraciones 0 y
900 uM siguiendo el protocolo de Test de Ninhidrina.

Tabla 17. Valores de la recta de calibrado del test de Ninhidrina realizado con butilamina para todos
los tamanios de particula de Fes;0.@SiO.y de 50 y 20 nm de SiOa.

pumoles de -NH- Absorbancia
0 0
0,3 0,973
0,35 1,121
0,4 1,250
0,45 1,376
0,5 1,523
0,55 1,659
0,6 1,800
0.65 1,965
0,7 2,156
0,75 2,333
0,8 2,533
0,85 2,724
0,9 2,846

Los datos de absorbancia que se obtienen después de medir las tres muestras donde se
ha formado el complejo de Ruherman para todos los tamafios de particula de Fe;O0.@SiO-
NH2, Fe304cSiO.-CO2H y Fes04cSiO2-De son los siguientes (Tablas 18, 19, 20 y 21):
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Tabla 18. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas de 200 nm
Fe304cSiO2-NH>, Fe304cSiO,-CO2H y Fe3s04c SiOz-De.

200 nm Absorbancia
Fe304cSiO2-NH; 1,056 1,056 1,050
Fe304cSi0,-COzH 0,512 0,512 0,524
Fe304cSiO2-De 1,820 1,820 1,820

Tabla 19. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas de 50 nm
Fe304c SiO2>-NH;, Fe3s04c SiO,-CO2H y Fes04c SiO»-De.

50 nm Absorbancia
Fe304cSiO2-NH: 1,720 1,720 1,722
Fe304cSiO2-CO:H 0,591 0,585 0,584
Fe304cSiO2-De 2,460 2,460 2,460

Tabla 20. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas de 30 nm
Fes04c SiO2-NH>, Fe3s04cSiO,-CO2H y FesO4c SiOs-De.

30 nm Absorbancia
Fe304cSi02-NH; 1,749 1,749 1,742
Fe304cSi0,-CO2H 0,571 0,565 0,564
Fe;04,cSi0O2-De 2,530 2,530 2,530

Tabla 21. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas de 15 nm
Fes04c SiO2>-NH;, Fe3s04c SiO»-CO2H y FesO4c SiO»-De.

15 nm Absorbancia
Fe304cSiO2-NH; 1,829 1,824 1,829
Fe304cSi0,-COzH 0,551 0,555 0,554
Fe304cSiO;-De 2,600 2,605 2,600

Mediante la recta de calibrado y los datos de absorbancia obtenidos, se ha podido calcular
los umoles-NH2/ g de particulas. Estos datos han sido los resultantes de hacer la media de
las tres muestras medidas (Tablas 22,23,24 y 25).
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Tabla 22. Célculo de umoles-NH/ g de particulas de 200 nm mediante los datos de absorbancia y
la recta de calibrado.

200 nm Fe304cSiO2-NH- Fe;04cSiO2-COzH Fe304cSiO2-De
pmoles-N!-Izl 3mg 0,.341 0,168 0,573
de particulas
pmoles-NHzI mg 0,113 0,057 0,191
de particulas
pmoles-'NHzl g de 113 57 191
particulas

Tabla 23. Célculo de umoles-NHy/ g de particulas de 50 nm mediante los datos de absorbancia y la
recta de calibrado

50 nm Fes04c8iOzNH; | Fes04cSi0COH | FesO4cSiOz-De
pmoles-N!-Iz/ 3mg 0,553 0,188 0,788
de particulas
pmoles-NHzI mg 0,184 0,062 0,262
de particulas
umoles-'NHzI g de 184 62 262
particulas

Tabla 24. Célculo de umoles-NHy/ g de particulas de 30 nm mediante los datos de absorbancia y la
recta de calibrado

30 nm Fe;04=Si0-NH, | Fes04cSi0;-COH |  Fe;04cSiOz-De
pmoles-N!-Iz/ 3mg 0,562 0,180 0,810
de particulas
pmoles-NH/ mg 0,187 0,062 0,270
de particulas
umoles-’NHzI g de 187 62 270
particulas

Tabla 25. Calculo de umoles-NH/ g de particulas de 15 nm mediante los datos de absorbancia y la
recta de calibrado

15 nm Fe304cSiOz-NH, | Fe304cSi0,-CO:H | Fe3s04cSiOz-De
pmoles-NH:/ 3 mg 0.587 0.185 0,832
de particulas ’ : :
pumoles-NH2/ mg 0.195 0.062 0,277
de particulas ’ : :
pmoles-NH2/ g de
particulas 195 02 2

162



Experimental

Recta de calibrado del Test de Ninhidrina para las particulas SiO2 de 50 y 20
nm funcionalizadas.

Figura 79. Recta de calibrado con butilamina en disolucioén acuosa entre las concentraciones 0 y
600 uM siguiendo el protocolo de Test de Ninhidrina.

Tabla 26. Valores de la recta de calibrado del test de Ninhidrina realizado con butilamina para todos
los tamanos de particula de Fe;0,@SiOz2y de 50 y 20 nm de SiO.

Mmoles de -NH; Absorbancia
0 0
0,3 0,973
0,35 1,121
0,4 1,250
0,45 1,376
0,5 1,523
0,55 1,659
0,6 1,800
0.65 1,965
0,7 2,156
0,75 2,333
0,8 2,533
0,85 2,724
0,9 2,846

Los datos de absorbancia que se obtienen después de medir las tres muestras donde se
ha formado el complejo de Ruherman para ambos tamafos de particulas de SiO2-NHo,
SiO-COOH y SiO2-De son los siguientes (Tabla 27 y 28):
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Tabla 27. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas SiO2-NHo,
SiO,-COOH y SiOz-De.

50 nm Absorbancia
SiO2-NH: 1,810 1,816 1,820
Si02-CO:zH 0,602 0,615 0,614
SiO2-De 2,570 2,570 2,560

Tabla 28. Datos de absorbancia obtenidos mediante test de Ninhidrina de las particulas SiO-NHo,
SiO,-COOH y SiO2-De.

20 nm Absorbancia
SiO2-NH: 1,880 1,870 1,870
Si02-CO:zH 0,602 0,595 0,624
SiO.-De 2,710 2,730 2,760

Mediante la recta de calibrado y los datos de absorbancia obtenidos, se ha podido calcular
los ymoles-NH2/ g de particulas de ambos tamafios de particula. Estos datos han sido los
resultantes de hacer la media de las tres muestras medidas (Tabla 29 y 30).

Tabla 29. Célculo de umoles-NHJ/ g de particulas mediante los datos de absorbancia y la recta de
calibrado.

50 nm SiO2-NH; Si02-CO-H SiOz-De
pmoles-N!-Iz/ 3mg 0,581 0,197 0,811
de particulas
pmoles-NH/ mg 0,194 0,065 0,270
de particulas
umoles-’NHzI g de 194 65 270
particulas

Tabla 30. Célculo de umoles-NHJ/ g de particulas mediante los datos de absorbancia y la recta de
calibrado.

20 nm SioZ'NHZ SiOZ-COZH SiOZ-De
pmoles-N!-Izl 3mg 0,603 0,197 0,856
de particulas
pmoles-NHzI mg 0,200 0,065 0,287
de particulas
umoles-NH2/ g de 200 65 287
particulas
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Tabla 31. Valores de optimizacién del protocolo RAST con 500nmDeAXO@SiO2 donde se deja el

volumen fijo y los mg de particulas variable

CONCENTRACION 1,5mg/20uL | 2mg/20pL | 3mg/20puL
%RAST PBS 0,7 0,5 0
%RAST POOL (+) ALTO 1,1 2,2 2,1
%RAST POOL (+) BAJO 1 1,1 0,6
%RAST POOL (-) 0 0 0
%RAST POOL (-) IgE ALTA 0,1 0 0

Tabla 32. Valores de optimizacién del protocolo RAST con 500nmDeAXO@SiO:2 donde los mg de
nanoparticulas se dejan fijo y el volumen variable

CONCENTRACION 2mg/20uL | 2mg/70pL | 2mg/120pL | 2mg/170pL
%RAST Paciente 1 0,9 1,1 0,6 0,8
%RAST Paciente 2 6 4,2 2,3 1,7
%RAST Paciente 3 0,9 0 0 0
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Tabla 33. Valores de % de Rast de pacientes control y pacientes alérgicos para trazar la curva ROC
de DeAXO@SiO:s.

CURVA ROC DeAXO@SiO:

PACIENTE [ 2aSTDE CONTROLES | PACENTE Ty, pasT DE PACIENTES
1 0,66 1A 19
2 054 2A 7.3
3 0,76 3A 8.1
4 0 4A 7.3
5 0,69 5A 19
6 0,52 6A 20
7 0,46 7A 20
8 0 8A 7.7
9 0,44 9A 8.5
10 0 10A 9.47

11A 19
12A 10.6
13B 19
14B 15
15B 20
16B 19
17B 9.42
18B 10.1
19B 9.17
20B 86
21B 11.8
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Tabla 34. Valores de % de Rast de pacientes control y pacientes alérgicos para trazar la curva
ROC de DeBPO@SIiO..

CURVA ROC DeBPO@SiO-

PACIENTE | RAST DE CONTROLES | FACEENTE [y, paST DE PACIENTES
1 0 13B 11
2 0 14B 4
3 0 15B 12
4 0 16B 6
2 0 17B 87
6 0 18B 9.5
7 0 19B 6.3
8 0 20B 10.1
9 0 21B 76
10 0 13B 11
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Tabla 35. Valores de % de Rast de pacientes control y pacientes alérgicos para trazar la curva ROC
de DeAXO-BPO@SiO:.

CURVA ROC DeAXO-BPO@SiO:

PACIENTE [ 2aSTDE CONTROLES | PACENTE Ty, pasT DE PACIENTES
1 0,66 1A 11
2 0,54 2A 43
3 0.76 3A 3.47
4 0 4A 5.4
5 0,69 5A 7
6 0,52 6A 9
7 0,46 7A 9
8 0 8A 2.4
9 0,44 9A 39
10 0 10A 5

11A 8
12A 4.41
13B 15
14B 11
15B 17
16B 15
17B 8.8
18B 10.5
19B 6.7
20B 9.8
21B 8.97
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Tabla 36. Resultados in vitro de la determinaciéon de anticuerpos IgE contra el farmaco de los
pacientes diagnosticados con una reaccién alérgica inmediata a AX, realizando diferentes
inmunoensayos: ImmunoCAP (estandarizado) y RAST utilizando discos de celulosa o particulas de
silice como fase sélida. Los resultados positivos (segun los puntos de corte estandarizados o
calculados) se destacan en negro. Determinantes alergénicos presentes en las fases sélidas: (A)
AXO, amoxicilloil y (B) BPO: bencilpenicilloil.

% RAST
Paciente ImmunoCAP PLL - discs De@SiO:
BPO | AXO | IgE TOTAL | BPO | AXO | BPO | AXO | AXO:BPO
1A 0 0.14 316 0.71  21.34 0 19 11
2A 0.07 0.26 3571 0.59 3.02 0 7.3 4.3
3A 0.08 0.18 35.1 0 18.65 1.3 8.1 3.47
4A 045 0.35 349 293 5.95 1.1 7.3 5.4
5A 044 3.14 2442 5.01 16.89 0 19 7
6A 429 3.72 1183 17.23 26.08 1 20 9
7A 0.01 1.82 2337 232 11.24 1 20 9
8A 0.01 0.46 201 0.74 5.03 0 7.7 24
9A 0.02 0.1 423 0 2.8 0 8.5 3.9
10A 0.05 0.2 1545 0.34 4.52 0 9.47 5
11A 0 2.04 105 12.88 18.1 0 19 8
12A 0.01 0.1 41.3 0.67 4.51 0 10.6 4.41
13B 33 195 1340 0.44 3.45 11 19 15
14B 253 4.98 69.1 18.24 26.69 4 15 11
15B 142 1.57 64.8 6.85 1085 12 20 17
16B 04 117 278 1.51  14.87 6 19 15
17B 0.36 0.25 505 0.11 10.61 8.7 9.42 8.8
18B 0.75 0.74 211 37 51 9.5 101 10.5
19B 0.27 0.83 591 1.18 587 6.3 9.17 6.7
20B 0.12 0.12 586 2.52 265 10.1 8.6 9.8
21B 8.09 0.3 1782 2455 19.78 7.6 11.8 8.97
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Tabla 37. Comparacion del %RAST de las particulas 500nm DeAXO@SiOZ, 200 nm DeAXO@SiOz,
y 200 nm DeAXO@Fe,0,cSiO: agitando a 550 rpm.

RTICULAS 500nm 200nm 200nm
SUEROS DeAXO@SiO, | DeAXO@SiO, | DeAXO@Fe,0,cSiO,
(V)
R ALTo 15,5 17 11,4
%RAST POOL
#) BAJO 4,5 5,6 2,1
0,
%RAST POOL 0 0 1

()
%RAST POOL
(-) IgE ALTA 0 1.3 11,4

Tabla 38. Comparacion del %RAST de las particulas 500nm DeAXO@SiOz, 200 aneAXO@SiOz’
y 200 nm DeAXO@Fe,0,cSiO: agitando a 700 rpm.

RTICULAS 500nm 200nm 200nm
SUEROS DeAXO@SIO, | DeAXO@SIO, |DeAXO@Fe,0,@cSiO,

0,
S ALTo 15,5 17 16,8
%RAST POOL

A 4,5 5,6 9
o
A;RAS'(I:)POOL 0 0 0
%RAST POOL

(-) IgE ALTA 0 1.3 0,2

Tabla 39. Valores de optimizacién de la concentracion de particulas para el ensayo RAST con
particulas de tamario 200 nm DeAXO@Fe304cSiOz.

200nm CONCENTRACION
DeAXO@Fe3O ,CSiO,
1,5mg/20uL 2mg/20pL 2,5mg/20pL

%RAST PBS 0,5 0 0,1
% RAST POOL (+) ALTO 8,6 16,8 15,9
%RAST POOL (+) BAJO 4,8 9 7,8

% RAST POOL (-) 0 0 0

% RAST POOL (-) IgE ALTA 0,1 0,2 0,1
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Tabla 40. Valores de optimizacion de la concentracion de particulas para el ensayo RAST con
particulas de tamarfio 50 nm DeAXO@Fe304cSiOa.

CONCENTRACION
50nm
DeAXO@Fe,O,cSiO,
1,5mg/20uL 2mg/20uL 2,5mg/20uL
%RAST PBS 0,1 0 0,1
% RAST POOL (+) ALTO 12,4 19,9 19,2
%RAST POOL (+) BAJO 6,5 9,8 1,1
% RAST POOL (-) 0 0 0
% RAST POOL (-) IgE ALTA 0,4 0,2 0,1

Tabla 41. Valores de optimizacién de la concentracién de particulas para el ensayo RAST con
particulas de tamano 30 nm DeAXO@Fe304cSiOx.

CONCENTRACION

30nm
DeAXO@Fe,0,cSiO
@Fe,0, 2 1,5 mg/20uL 2mg/20uL 2,5mg/20pL
%RAST PBS 0,1 0 0
% RAST POOL (+) ALTO 13,7 20,3 20,7
%RAST POOL (+) BAJO 7.1 11,4 12,5
% RAST POOL (-) 0 0 0
% RAST POOL (-) IgE ALTA 0,2 0,1 0,2

Tabla 42. Valores de optimizacién de la concentracion de particulas para el ensayo RAST con
particulas de tamarnio 15 nm DeAXO-Fe304cSiO2.

CONCENTRACION

15nm
DeAXO@Fe,O,cSiO,
1,5mg/20uL 2mg/20pL 2,5mg/20pL
%RAST PBS 0,5 0,1 0,2
% RAST POOL (+) ALTO 14,7 20,9 20,9
%RAST POOL (+) BAJO 8,2 12,8 12,8
% RAST POOL (-) 0 0 0
% RAST POOL (-) IgE ALTA 0 0,6 0,7
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Tabla 43. Valores de %RAST de la evaluacion de la capacidad de reconocimiento de IgE especifica
en materiales de nucleo de hierro cubiertos por una capa de silice de 50 y 30 nm.

Tamaiio 50nm 30nm
Particula AXO BPO AXO BPO
Paciente 1 22,7 0 23,4 0
Paciente 2 13,1 1 13,1 0,8
Paciente 3 10 1,8 11 0,5
Paciente 4 28,3 1 28 0,4
Paciente 5 32,9 0,5 33,7 0,8
Paciente 6 17,5 7,9 22,9 8,4
Paciente 7 17,2 8,4 18,5 9,2
Paciente 8 17 6,2 22,2 6,6
Paciente 9 17,4 8 17,6 8,5

Paciente 10 35,4 19 36,2 18,5

Control 1 0,6 0,9 0 0,5
Control 2 0,4 0,8 0,6 0,4
Control 3 0 0,2 0 0,2
Control 4 0 0,8 0,4 0,7
Control 5 0 0,7 0 0,8

Tabla 44. Valores de % de Rast de los diferentes tiempos de incubacion de las particulas de 30 nm
DeAXO@Fes04cSiO; a diferentes tiempos de incubacion con los pool de suero

30 nm DeBPO@Fe,0,cSiO,

Suero Incubacion 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
POOL (+) ALTO 12,3 13,1 13,3 23,7
POOL (+) BAJO 4,1 4 4 7,4

POOL (-) 0 0 0 0
POOL (-) IgE ALTA 0,5 0,7 0,6 0,1
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Tabla 45. Valores de % de Rast de pacientes control y pacientes alérgicos para trazar la curva ROC
de DeAXO@Fe304cSiO..

CURVA ROC DeAXO@Fe,0,CSiO,

PACIENTE [ o/ RAST DE CONTROLES | FACENTE T ST DE PACIENTES
1 0 1A 23,4
2 0,6 2A 13,1
3 0 3A 11
4 0,4 4A 28.8
5 0,01 5A 13,8
6 0,9 6A 23.9
7 0,4 7A 28
8 0,1 8A 21
9 0 9A 27,3
10 0,1 10A 27,7
11 0,6 11A 11
12 0,3 12A 15,5
13 0 13A 11,1
14 0,7 14A 20,8
15 0,4 15A 28
16 0,8 16A 232
17 0 17A 17,2
18 0 18A 13,9
19 0,08 19A 22
20 03 20A 27 1
21 0,9 21A 32,3
22 0,6 22A 12,2
23 0 23A 264
24 0,02 24A 33,7
25 0 25A 28.6
26 0,7 26A 22,7
27 0,8 27A 21,2
28 1,7 28A 18,8
29 0,4 29B 277
30 0,5 30B 23
31 0,4 31B 18,5
32 0 32B 222
33 0 33B 17.6

Esta tabla continua en la siguiente pagina.
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CURVA ROC DeAXO@Fe,0,cSiO,

PcNoL | %RASTDECONTROLES |  ~ACIENTE | o RAST DE PACIENTES
34 0,6 34B 36,2
35 0,4 358 27.3
36 0 36B 14,05
37 0 37B 28,2

38B 26,3
39B 16,8
40B 26,8
41B 21,1
42B 24.4
43B 27,6
44B 16,4
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Tabla 46. Valores de % de Rast de pacientes control y pacientes alérgicos para trazar la curva ROC
de DeBPO@Fe304cSiO..

CURVA ROC DeBPO@Fe,0,cSiO,

PACIENTE [/ RAST DE CONTROLES | FACENTE [ 2asT DE PACIENTES
1 0 29B 8,303
2 0,6 30B 8,4
3 0 31B 9,29
4 04 32B 6.65
5 0,01 33B 8,51
6 0,9 34B 18,54
7 04 358 15,115
8 0,1 36B 5,953
9 0 37B 6.3
10 0,1 38B 2.5
" 0,6 398 5.3
12 03 40B 1.4
13 0 41B 2.8
14 0,7 42B 55
15 0,4 43B 6.6
16 0,8 44B 7.4
17 0 29B 8,303
18 0 30B 8.4
19 0,08 31B 9,29
20 0.3
21 0.9
22 06
23 0
24 0,02
25 0
26 0.7
27 08
28 17
29 04
30 0,5
31 0,4
32 0
33 0

Esta tabla continua en la siguiente pagina.
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CURVA ROC DeBPO@Fe,0,cSiO,

PcNoL | %RASTDECONTROLES |  ~ACIENTE | o RAST DE PACIENTES
34 06
35 0,4
36 0
37 0
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Tabla 47. Resultados in vitro de la determinacion de anticuerpos IgE contra el farmaco de los
pacientes diagnosticados con una reaccion alérgica inmediata a AX, realizando diferentes
inmunoensayos: ImmunoCARP (estandarizado) y RAST utilizando discos de celulosa o particulas de
silice como fase sélida. Los resultados positivos (segun los puntos de corte estandarizados o
calculados) se destacan en negro. Determinantes alergénicos presentes en las fases sélidas: (A)
AXO, amoxicilloil y (B) BPO: bencilpenicilloil.

% RAST
Paciente ImmunoCAP PLL - discs Fes0.cSiO;-De
BPO | AXO Tclnng,EAL BPO | AXO | BPO AXO
1A 0,08 018 396 0 18,6 0 23,4
2A 007 026 351 059 302 0,89 13,1
3A 0,01 0,1 349 203 595 0,54 1
4A 003 014 316 21,3 071 047 28,8
5A 0,01 044 1481 039 417 0 13,8
6A 001 029 59,3 6,68 145 1,189 23,9
7A 009 067 523 276 577 2,349 28
8A 0,002 003 5000 327 0,59 0 21
9A 002 011 2057 11,22 125 036 27,3
10A 0,01 004 4459 416 107 0,824 27,7
11A 003 009 1031 1,54 0 0 11
12A 0,002 004 5000 233 0,78 0 15,5
13A 005 006 577 236 0,21 0 11,1
14A 003 005 2687 0 0 0,46 20,8
15A 003 002 527 209 0,68 0 28
16A i ] i 0,64 0 0 23,2
17A i ] i 15 1,25 1,2 17,2
18A i ] : 0,16 0,28 0,7 13,9
19A . - . 0,85 0 0,6 22
20A i ] : 037 148 1,2 27,1
21A : ] i 123 0,53 3,2 32,3
22A 0 0,03 221 053 0,24 0,9 12,2

Esta tabla continua en la siguiente pagina.

193



Tablas

% RAST
Paciente ImmunoCAP PLL - discs Fe;04cSiO2-De
BPO | AXO Tc';?ril_ BPO | AXO | BPO AXO
23A 0,01 0,01 535 2,6 - 0,9 26,4
24A 429 372 1183 2631 21,13 0,88 33,7
25A 023 019 5000 2,66 3,03 0 28,6
26A 0,02 013 331 2,08 1,37 3,4 22,7
27A 012 0,119 345 . - 0 21,2
28A 0,24 057 1762 1,21 026 0,078 18,8
29B 004 0,07 150 0,17 1,39 8,303 27,7
30B 0,36 0,25 505 7,01 0,44 8,4 23
31B 0,12 0,12 586 0,4 023 9,29 18,5
32B 0,27 0,83 591 075 019 6,65 22,2
33B 1,42 1,57 64,8 406 597 8,51 17,6
34B 0,75 0,74 211 2951 36,77 18,54 36,2
35B 0,34 0,76 738 0 0 15,115 27,3
36B 0,006 005 5000 219 057 5953 14,05
37B 0,01 0,09 656 047 3,96 6,3 28,2
38B 004 0,06 573 0,34 0 2,5 26,3
398 0,004 0,1 1082 2,65 0,9 5,3 16,8
40B 002 004 1659 093 0,14 1,4 26,8
41B 0,01 0,02 5000 0,5 0 2,8 21,1
42B 005 0,06 283 1,51 0,07 5,5 24,4
43B 1,26 2,69 917 082 0,71 6,6 27,6
44B 0,01 0,02 514 1,8 0,45 7.4 16,4
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Tabla 48. Valores de % de RAST del interensayo en 5 pacientes con 30 nm DeAXO@Fe304CSiOz.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5
Paciente 1 23,9 23,8 22,7 22,1 22,2
Paciente 2 27,3 27,3 27,1 27,9 28,1
Paciente 3 27,7 27.8 27,1 27,9 28
Paciente 4 14 13,5 13,7 14,3 15,3
Paciente 5 22,9 22,8 23,2 22 22,7

Tabla 49. Valores de % de RAST del interensayo en 5 pacientes con 30 nm DeBPO@Fe304CSiOo.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA5
Paciente 1 1,1 1,7 1,3 1,4 0,5
Paciente 2 0,3 0,6 0,6 0,6 0,7
Paciente 3 0,8 0,4 0,7 0,8 0,8
Paciente 4 59 5,5 59 6,2 6,2
Paciente 5 8,4 9,1 9,8 8,9 8,9

Tabla 50. Valores de % de inhibicion de RAST de 3 paciente alérgicos selectivos a amoxicilina
ensayados con el material DeAXO@Fe3;04CSiOs.

%Inhibicion RAST | %lnhibicién RAST
CONCENTRACION | peAXO@Fe;0,c SiO2/|DeAXO@Fe:04c SiO:
Bu-AXO Bu-BPO

10mM 54,8 15
PACIENTE 1

1mM 5,7 0

10mM 60,4 0
PACIENTE 2

1mM 5,5 0

10mM 66,7 0
PACIENTE 3

1mM 4,8 0
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Tabla 51. Valores de % de inhibicion de RAST de 14 pacientes alérgicos reactividad cruzada a
amoxicilina/bencilpenicilina ensayados con (1) DeAXO@Fes04c SiO/Bu-AXO, (2)
DeAXO@Fes04c SiOx/Bu-BPO, (3) DeBPO@Fe304cSiO/Bu-AXO y (4) DeBPO@Fes04c SiOy/Bu-

BPO.
CONCENTRACION (1) (2) (3) (4)

10mM 78,2 0 1,6 76,7
PACIENTE 1

1mM 5,8 0 3,19 14,9

10mM 58,4 0 3,4 62,5
PACIENTE 2

1mM 4,5 0 2,5 8,1

10mM 82,2 69,3 72,6 66,5
PACIENTE 3

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

10mM 72,3 57,6 58,8 69,5
PACIENTE 4

1mM 1,6 47 3,6 1,1

10mM 75,3 1,7 2 85,7
PACIENTE 5

1mM 16 0 0 36,9

10mM 89,7 60,2 85,3 67,4
PACIENTE 6

1mM 3,2 0,2 1,5 4,8

10mM 89,8 84,9 70,9 67,4
PACIENTE 7

1mM 13 12,6 7,7 14,4

10mM 79,3 75,3 53 55,6
PACIENTE 8

1mM 1,2 47 3,1 4,2

10mM 85,7 1,3 1,4 64,4
PACIENTE 9

1mM 1,4 0,2 0 0

10mM 93,4 78,4 93,4 64
PACIENTE 10

1mM 42 1,6 0 0

10mM 93,3 88,4 79 74,4
PACIENTE 11

1mM 0,7 2,5 0 3,7

10mM 91,2 85,5 69,1 63,4
PACIENTE 12

1mM 0,8 0,2 3 4.5

10mM 82,3 69,3 72,6 66,6
PACIENTE 13

1mM 1,8 0,5 3,2 4,8

10mM 72,3 0 1,3 91,9
PACIENTE 14

1mM 54 0,5 2,7 5,6
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Resumen

Las Reacciones Adversas a Farmacos (RAF) constituyen actualmente un problema
sanitario importante debido al gran desconocimiento sobre los mecanismos por los que se
desencadenan, lo que se traduce en una ausencia de pruebas diagnésticas
suficientemente sensibles y especificas para su diagnéstico. Este problema se ha
manifestado en numerosos foros cientificos, existiendo un acuerdo unanime entre todas
las partes interesadas en este problema (academia, industria, asociaciones de pacientes)
para el desarrollo de iniciativas encaminadas a resolver dichas limitaciones. Actualmente
nos enfrentamos a dos grandes problemas a la hora de abordar el estudio de los aspectos
relacionados con la respuesta inmune (los procesos de reaccion adversa a antigenos
hapténicos -proceso alérgico- y en particular a farmacos): i) menor sensibilidad de los
métodos diagndsticos in vivo e in vitro que obliga a identificar las nuevas estructuras
hapténicas que inducen las reacciones, y ii) una retirada de los kits comerciales habiendo
dejado un vacio que debe ser solucionado.

El grupo de investigacion en el que se ha realizado este trabajo de tesis doctoral, ha
desarrollado una investigacion focalizada en dos objetivos basicos: i) disponer de una
herramienta que nos permita estudiar el proceso de reconocimiento molecular antigeno-
anticuerpo responsable de las reacciones alérgicas a farmacos; ii) desarrollar test in vitro
para la deteccion de las reacciones alérgicas a farmacos.

En base a todos los resultados prometedores obtenidos a lo largo de la trayectoria de
investigacion del grupo, en esta tesis se ha desarrollado una nueva linea de investigacion.
Esta se sustenta en el estudio de la sintesis de particulas de silice como soporte sdlido
para los nano-conjugados desarrollados previamente dendrimero-hapteno, en los test in
vitro utilizados actualmente para el diagndstico de reacciones adversas a farmacos.
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Uno de los test in vitro utilizados actualmente para el diagndstico de alergias a farmacos
(en particular antibioticos betalactamicos) es el RAST (Radio Alergo Sorvent Test). En este
tipo de ensayo, el suero del paciente se pone en contacto con un soporte sélido (discos de
celulosa) donde se ha anclado en su superficie un homopolipeptido PLL (Poli-L-Lisina), al
cual se conjuga el farmaco que se pretende estudiar. Nuestro grupo ha estado trabajando
en dos sentidos para mejorar este test en los Ultimos afos. La primera modificacion
realizada implico la sustitucion del péptido por un dendrimero (macromolécula que emula
a esta proteina). En este sentido, se ha desarrollado una metodologia eficaz y reproducible
para la sintesis de estos conjugados, aumentando la densidad de farmaco que se une a la
superficie solida, dando excelentes resultados de sensibilidad y selectividad. La segunda
modificacion, ha consistido en la sustitucién de la fase sodlida por un (nano)material
compatible, como zeolitas y (nano)particulas de silice. En estos trabajos se obtuvieron
resultados prometedores en el diagndstico in vitro de pacientes alérgicos a amoxicilina:

Otro de los test empleados en la deteccion de alergia a farmacos es el Test de Activacion
de Basdfilos (BAT). En este sentido, el grupo también ha demostrado la utilidad de los
dendrimeros en este tipo de prueba diagnéstica.

En este proyecto de tesis, se ha llevado a cabo las sintesis de nuevos (nano)materiales
hibridos que combinan la alta superficie funcional de las nanoparticulas de tamano
conocido con el uso de estructuras multivalentes bien definidas como son los dendrimeros,
con el objetivo de seguir con el desarrollo de métodos in vitro de deteccion de IgEs en
pacientes alérgicos a farmacos (antibioticos betalactamicos). Los resultados obtenidos se
han aplicado a test tipo RAST (Radio Alergo Sorben Test) y BAT (Basofil Activation Test).

Basandonos en estos estudios y en colaboracién con el grupo de enfermedades alérgicas
a farmacos y alergenos del Hospital Regional de Malaga - IBIMA, FIMABIS Y BIONAND
liderado por la Doctora M.J. Torres, con el que el grupo de investigacion tiene una larga y
estrecha trayectoria de colaboraciones, se han sintetizado en este trabajo particulas de
silice con el fin de preparar nuevos nanomateriales que contengan estos determinantes
antigénicos tan prometedores para desarrollar test in vitro para el diagnéstico de pacientes
alérgicos a este tipo de farmacos.

1. Sintesis de Particulas de Silice de diferentes tamafios.

La sintesis de particulas de silice se ha llevado a cabo utilizando el método de Stéber, uno
de los métodos Sol-Gel mas citados en la obtencion de coloides, cuyo precursor es un
tetraalcoxido de silicio.

La importancia de obtener nanoparticulas con diferentes tamanos reside en que la
capacidad de funcionalizacion de las nanoparticulas es dependiente del tamafo, siendo
mayor la funcionalizacién cuanto menor tamafio tenga la particula (mayor area superficial
por gramo de particulas). Esto permitiria aumentar en gran medida la concentracién de
conjugado hapteno-portador disminuyendo la cantidad de nano-material empleado en cada
ensayo. Sin embargo, para la realizacion hospitalaria de la prueba RAST, es necesario la
recuperacion del soporte sdlido tras los procesos de lavado. En este caso, se realiza por
un proceso de centrifugacion.
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Este proceso es mas lento a menor tamafio de nano-conjugado, por lo que se pueden
incrementar los tiempos de realizacion del test, llegando a ser inviables para su uso clinico.
Por ello, hay que llegar a un compromiso donde la particula sea lo suficientemente grande
para que el tiempo de centrifugacion sea rapido y lo suficientemente pequena para tener la
mayor area superficial posible. De esta manera, se emplea menor cantidad de particulas y
suero para obtener una deteccion eficaz.

Manteniendo el compromiso citado anteriormente, en este trabajo hemos sintetizado
particulas de 500 y 200 nm decoradas con DeAn para mejorar el diagndstico mediante
RAST, ampliando ademas el estudio a otros farmacos (como bencilpenicilina).Por otro lado,
es importante citar las limitaciones que presentan los ensayos RAST, como la dependencia
de un isétopo radiactivo, instalaciones especificas y personal capacitado. Para evitar la
realizacién de ensayos que implican trabajar con radioactividad, se propone otra prueba de
diagnéstico de alergia a medicamentos in vitro como es el test de activacién de basofilos
(BAT). Esta pretende imitar la activaciéon celular in vivo mediada por IgE vy liberacién del
mediador, siendo esta prueba util para evaluar reacciones mediadas por IgE para una
variedad de farmacos inyectables, ya que no es necesario utilizar conjugados farmaco-
portador. Sin embargo, su sensibilidad depende del farmaco involucrado. Esta técnica, se
basa en la determinacion de marcadores de activacion expresados en la superficie de los
basdfilos después de la interaccion del farmaco con slgE. Sin embargo, la falta de
conocimiento de los mecanismos de activacion ha obstaculizado una aplicacion clinica mas
amplia. Los farmacos betalactamicos no son capaces de activar basdfilos por si mismos.
Para ello se requiere su conjugacion con una molécula portadora, que generalmente se
encuentra presente en la sangre. El conjugado generado ha de ser lo suficientemente
grande como para permitir la reticulacién de dos slgE unidas a la superficie del basofilo.
Sin embargo, se dispone de muy poca informaciéon sobre el tamafio y la composicion de
estos conjugados. El uso de conjugados bien definidos de hapteno-portador seria una
herramienta valiosa para la investigacion del mecanismo a través del cual ocurre la
activacion. De aqui, que en este trabajo de investigacibn se hayan sintetizado
nanoparticulas de diferentes tamafios (20 y 50 nm) decoradas con DeAn para estudiar la
activacion del basdfilo

La modificacion de la superficie de las particulas se ha llevado a cabo mediante el siguiente
procedimiento Una primera reaccion con aminopropiltrietoxisilano (APTES), para introducir
grupos amino en la superficie de la particula. Estos grupos se hacen reaccionar
posteriormente con anhidrido succinico, para introducir grupos acidos carboxilicos en la
superficie de la particula. Estos grupos se hacen reaccionar con el dendrimero PAMAM de
segunda generacion.

Una vez anclado covalentemente el dendrimero a la particula, se realiza el ultimo paso de
modificacion del dendrimero con el farmaco a estudiar. En este trabajo, los farmacos que
hemos comenzado a estudiar son amoxicilina bencilpenicilina y ambos unidos al mismo
dendrimero
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Esquema de reaccion 1: Sintesis y funcionalizacion de las particulas de silice.

La monitorizacién del proceso de modificacidon superficial de las particulas se ha llevado a
cabo empleando diferentes técnicas, como la cuantificacion del nimero de grupos aminos
primarios libres presente en la superficie de las particulas, mediante Test de ninhidrina,
TEM, DLS y Z-Potencial. Las técnicas como TEM y DLS nos han dado informacion sobre
la homogeneidad y el tamafio de la muestra, mientras que las medidas de Z-potencial y
FTIR nos han permitido conocer en valores cualitativos el tipo de grupo funcional que hay
en la superficie de la nanoparticula. Ademas, han realizado estudios de por RMN de sélidos
para comprobar la correcta funcionalizacion del farmaco en la superficie de la particula.
Los resultados obtenidos de todas las técnicas de caracterizacion son reproducibles y
coherentes con la sintesis y funcionalizacion propuesta.

Todos los tamanos de particulas sintetizados y funcionalizados en su superficie con
determinantes antigénicos han sido probados mediante ensayos RAST en el laboratorio
del grupo de enfermedades alérgicas a farmacos y alergenos del Hospital Regional de
Malaga - IBIMA, FIMABIS Y BIONAND liderado por la Doctora M.J. Torres
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2. Sintesis de Particulas con nucleo magnético recubiertas de una capa de Silice.

El desarrollo de RAST con particulas de silice consta de dos etapas de incubacion, entre
las cuales hay que llevar a cabo procesos de lavado. La recuperacion de la fase sélida por
centrifugacién. Esto genera un problema a la hora de optimizar los tiempos del test ya que
a menor tamano de particula tenemos mayor area superficial, es decir una mayor
funcionalizacién, pero a su vez aumentamos los tiempos de centrifugacion por lo que se
aumenta directamente el tiempo de realizacién de dicho test. Este hecho nos lleva a tener
que adoptar un compromiso entre tamafio de particula y tiempo de centrifugacién como
hemos expuesto en los anteriores puntos.

Para solucionar este problema, hemos desarrollado en este trabajo de tesis una alternativa
como son las particulas de nucleo magnético (FesO.) recubiertas de una capa de silice.
Este tipo de particulas permiten la misma funcionalizacién en su superficie que las
particulas de silice debido a su recubrimiento con silice, permitiendo eliminar las etapas de
centrifugacién, ya que los lavados constan de la imantacion de las particulas para
separarlas del sobrenadante, pudiendo asi utilizar particulas de tamafios menores y por
consecuencia ganando area superficial y disminuyendo el tiempo de realizacién del test.

Los tamafos sintetizados para el estudio de este tipo de materiales mediante
inmunoensayo ensayo RAST han sido 15, 30, 50 y 200nm.

La reaccion de formacion de la particula de hierro se ha llevado a cabo haciendo reaccionar
una mezcla en cantidades estequiométricas de FeCls-6H-0, etilenglicol, NaOAc (seco) y
polietilenglicol. Una vez formada la particula, se ha hecho reaccionar EtOH absoluto, NH3
concentrado, H>O y Tetraetilortosiliceto para formar una capa de silice alrededor de la
particula de hierro.

Una vez en este punto, la modificacién de la superficie de las particulas se ha llevado a
cabo de manera analoga al método descrito en el apartado anterior.
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Esquema de reaccién 2: Sintesis y funcionalizacién de las particulas de Fe,O3 recubiertas de silice

Al igual que en el caso anterior, la caracterizacion de estas particulas modificadas en su
superficie se lleva a cabo mediante Test de ninhidrina, TEM y Z-Potencial. La técnica como
TEM nos da valores sobre la homogeneidad y el tamafio de la muestra, mientras que el
Test de ninhidrina y el Z-potencial nos da valores tanto cualitativos como cuantitativos
sobre los grupos funcionales que estan anclados la superficie de la nanoparticula. Ademas
de estudios mediante XPS, hemos podido comprobar la correcta funcionalizacion del
farmaco en la superficie. Todos los resultados obtenidos de las diferentes técnicas de
caracterizacion han resultado ser muy reproducibles y coherentes con la sintesis
propuesta.

Todos los tamanos de particulas sintetizados y funcionalizados en su superficie con
determinantes antigénicos han sido probados mediante ensayos RAST en el laboratorio
del grupo de enfermedades alérgicas a farmacos y alergenos del Hospital Regional de
Malaga - IBIMA, FIMABIS Y BIONAND liderado por la Doctora M.J. Torres
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