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1. Datos del proyecto

Titulo: Diagnéstico de la enfermedad celiaca mediante el uso de nanoparticulas.
Investigador/a/es responsable/es: Laura Elbaile Vifiuales

Teléfono: 985 103308 E-mail: elbaile@uniovi.es

Otros investigadores: Alfredo de la Escosura Mufiiz, Maria Rosario Diaz Crespo y Celia Toyos Rodriguez

Empresas o instituciones colaboradoras: Dismed S.A. y Nanovex Biotechnologies

2. Memoria descriptiva del proyecto

2.1 Resumen ejecutivo

El resumen ejecutivo del Proyecto debe ser una sintesis clara y concisa del trabajo realizado, describiendo brevemente los
motivos que justifican su realizacién, los beneficiarios, los objetivos especificos y su grado de consecucion, la metodologia
aplicada y los resultados obtenidos. Extension: un maximo de 4000 caracteres, incluidos espacios.

El trabajo realizado en el marco de este proyecto pretende poner solucién a un problema actual como es la
deteccion de la enfermedad celiaca (EC). La EC es una enfermedad que se manifiesta por la aparicion de
una inflamacién de la mucosa del intestino delgado derivada de intolerancias frente al gluten del trigo,
cebada, centeno y avena. El diagndstico de esta enfermedad es dificultoso, con mas de un 85% de los
afectados no diagnosticados, ademas de invasivo, por lo que el desarrollo de tecnologias que permitan su
deteccién de forma rapida y sencilla es altamente demandado. De este modo, esta tecnologia podria
acercarse a todo el mundo y emplearse, ademas, de forma preventiva en pacientes desde una temprana
edad permitiendo tratar la enfermedad con rapidez y reducir los problemas derivados de un diagnédstico

tardio.

En este proyecto, se pretende atajar este problema a través del diagndstico de esta patologia mediante el
desarrollo de un sensor electroquimico basado en microparticulas magnéticas (MPMs) y nanoparticulas
marcadoras. Por ello, el objetivo principal de este proyecto ha sido la construccidn de un biosensor basado
en anticuerpos para la deteccion de biomarcadores de EC, siguiendo la metodologia descrita en la Figura 1.
Para ello, se ha propuesto la deteccién de los anticuerpos biomarcadores anti-transglutaminasa tisular

(anti-tTG) o el anti-péptido deaminado de gliadina (anti-DGP) mediante el uso de microparticulas
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magnéticas como base del sensor, sobre las que se anclaran los anticuerpos biomarcadores. Una vez
producida la bioconjugacién, se propone el uso de nanoparticulas biomarcadoras, bioconjugadas con un
anticuerpo secundario, para completar el ensayo inmunoldgico, permitiendo cuantificar las mismas de

forma electroquimica.
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Figura 1. Esquema representativo del biosensor objeto de este proyecto

Con todo ello, los objetivos parciales en este trabajo han sido, a) el desarrollo de MPMs capaces de ser
empleadas como plataforma sensora, b) la sintesis de nanoparticulas marcadoras con propiedades
electroactivas vy c) la determinacién electroquimica de biomarcadores relacionados con la EC empleando

los nanomateriales antes citados.

En este contexto, se ha conseguido, en primer lugar, la sintesis de MPMs poliméricas de un tamafio medio
de 96 + 16 nm y un alto poder de imanacion (Ms de 65 emu/g). La sintesis de MPMs llevada a cabo se ha
basado en un método de encapsulacidn de nanoparticulas magnéticas, en este caso nanoferritas de Zn, en
una matriz polimérica de polidcido lactico- acido glicdlico (PLGA). La MPMs sintetizadas han sido
caracterizadas mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM), dispersidén dinamica de la luz (DLS)

y magnetismo.

Ademas, estas MPMs han sido funcionalizadas con anticuerpos de tipo Inmunoglobulina G (IgG) como
prueba de concepto, para evaluar su idoneidad como plataformas en inmunosensores, resultando ser igual

de vélidas que las MPMs actualmente en el mercado.

Por otro lado, se ha llevado a cabo la sintesis de nanoparticulas de tipo metal-organic frameworks

(nanoMOFs) de un tamafio medio de en torno a 50 nm. En este caso, se ha elegido un nanoMOF ya descito
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como es el nano-HKUST-1. Estos nanoMOFs han sido funcionalizados con proteinas de afinidad como la

neutravidina, como paso previo al anclaje de anticuerpos.

De esta forma, se ha conseguido desarrollar ambos nanomateriales necesarios para la construccién de un
biosensor para la deteccién de biomarcadores de EC. La implementacion de estas dos tecnologias de forma
conjunta y su aplicacion a la EC no ha podido ser realizada durante este proyecto, debido al tiempo
disponible para su realizacidn, si bien es una linea actualmente en desarrollo en el grupo de investigacion,

dados los avances conseguidos gracias a este proyecto.

2.2 Objetivos iniciales del proyecto y grado de consecucion
a) Sintesis de MPMs con alto poder de imanacidn y su posterior funcionalizacion: este objetivo se ha
concluido al 100%, habiéndose obtenido MPMs funcionalizadas con anticuerpos, igual de vdlidas

que las disponibles en el mercado como plataforma en biosensores inmunolégicos.

b) Sintesis de nanoparticulas con propiedades electroactivas para su uso como marcas: este objetivo
se ha conseguido al 100% ya que se han obtenido de forma reproducible y fiable nanoMOFs de un

tamafio y forma deseables.

¢) Funcionalizacion de estos nanoMOFs con anticuerpos especificos para la deteccidon de marcadores
de celiaquia: este objetivo se ha conseguido en un 20% ya que, si bien no se ha conseguido anclar
anticuerpos frente a marcadores de celiaquia, si que se ha conseguido funcionalizar los nanoMOFs

obtenidos con proteinas de afinidad, paso previo a la incorporacién de anticuerpos.

d) Puesta a punto de un método analitico que permita correlacionar la cantidad de nanoparticulas
marcadoras con los biomarcadores de celiaquia: debido a la falta de tiempo no se ha conseguido

completar este objetivo.

2.3 Tareas realizadas

Durante el desarrollo de este proyecto, el estudiante contratado ha realizado las siguientes tareas:
- Sintesis, caracterizacion y funcionalizacion de MPMs.

- Evaluacion de la idoneidad de las MPMs desarrolladas como plataforma en biosensores basados en

anticuerpos.

- Sintesis, caracterizacion y funcionalizacién de nanoMOFs.
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2.4 Resultados obtenidos

1. Sintesis, caracterizacién y funcionalizacion de MPMs.

Universidad de Oviedo
Universida d'Uviéu
University of Oviedo

En este contexto, se ha conseguido, en primer lugar, la sintesis de MPMs poliméricas de un tamafio medio

de 96 + 16 nm y un alto poder de imanacidn (Ms de 65 emu/g). La sintesis de MPMs llevada a cabo se ha

basado en un método de encapsulacion de nanoparticulas magnéticas, en este caso nanoferritas de Zn, en

una matriz polimérica de poliacido lactico- acido glicélico (PLGA). Una vez realizada la encapsulacién, estas

particulas han sido recubiertas con polietilenimina, permitiendo, por un lado, asegurar la encapsulacién y

aumentar la estabilidad a largo plazo de las particulas sintetizadas, asi como proporcionar grupos

funcionales en su superficie que permitan el anclaje de proteinas de afinidad o anticuerpos. Estas particulas

han sido caracterizadas mediante TEM, DLS, potencial-. (Figura 2) y medidas magnéticas (Figura 3).
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Figura 2. Caracterizacidn de las MPMs obtenidas y funcionalizadas con PEI mediante A) micrografias de TEM con su
correspondiente distribucion de tamafios; B) DLS por distribucién de tamafios y C) potencial- T.
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Figura 3. Curvas de histéresis de las nanoferritas de Zn utilizadas en la encapsulacion (ZnFeNPs), las MPMs recubiertas de
PEI (PMBs@PEI), las MPMs una vez funcionalizadas con neutravidina (PMBs@NAV) y MPMs comerciales (CMBs).

2. Evaluacion de la idoneidad de las MPMs desarrolladas como plataforma en biosensores basados en

anticuerpos.

Ademas, estas MPMs han sido funcionalizadas con anticuerpos de tipo IgG como prueba de concepto para
evaluar su idoneidad como plataformas en inmunosensores, resultando ser igual de validas que las MPMs
actualmente en el mercado (Figura 4). Para conseguir este objetivo, en primer lugar, se ha funcionalizado
las MPMs obtenidas con la proteina de afinidad neutravidina. Esta etapa se ha llevado a cabo para facilitar
la comparacion de las MPMs sintetizadas en este trabajo con las disponibles a nivel comercial, puesto que
estas también estdn recubiertas de este tipo de proteinas de afinidad. Posteriormente, se anclé a la
superficie de las MPMs un anticuerpo de tipo IgG biotinilado, el cual se une de forma especifica a la
neutravidina. En una siguiente etapa, se puso en contacto estas MPMs con nanoparticulas de oro (AuNPs)
bioconjugadas con un anticuerpo anti-IgG, el cual reconoce de forma especifica al anticuerpo 1gG anclado
a la superficie de las microparticulas magnéticas. Una vez anclado, se usan las AuNPs como marca para su
deteccion electroquimica. Mediante el uso de electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) y en presencia
de HCI, se registra la capacidad catalitica de las AuNPs frente a la reaccion de evolucion del hidrégeno. De
esta forma se obtiene una sefal proporcional a la cantidad de AuNPs presentes, de forma que nos indica

que este se ha anclado correctamente a las MPMs utilizadas.
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Figura 4. Cronoamperogramas registrados en HCl 0.1 M, aplicando un potencial de +1.35 V para: a. MPMs sintetizadas en
este trabajo en el control negativo (con un IgG no humano), b. MPMs comerciales en el control negativo, c. MPMs
comerciales como control positivo y d. MPMs sintetizadas en este trabajo como control positivo. En este caso, se ha
empleado un control negativo, es decir un anticuerpo que no reconoce al anclado en la superficie de las MPMs, para
asegurar que las AuNPs utilizadas como marca se anclan de forma especifica a las MPMs.

3. Sintesis, caracterizacién y funcionalizacién de nanoMOFs.

En el anterior apartado, se ha conseguido la sintesis de MPMs y éstas han sido empleadas en un sensor de
tipo inmunolégico. En el caso anterior, se han empleado como marca AuNPs, puesto que su sintesis es un
método altamente estandarizado. Sin embargo, el uso de estas nanoparticulas como marca esta limitado
por la necesidad de medios acidos para su deteccién. Por ello, se ha llevado a cabo en paralelo la sintesis
de nanoMOFs como marca electroquimica, en sustitucidn de las AuNPs empleadas en el caso anterior. Estas
particulas presentan un mayor interés puesto que son electroquimicamente activas, ya que contienen
metales electroactivos, a la par que pueden presentar propiedades dpticas. De esta forma, podrian ser

empleadas en sensores tanto electroquimicos como opticos, lo que amplia su campo de utilizacion.

Para la sintesis de nanoMOFs, se ha decidido utilizar el nano-HKUST-1, siendo este un nanoMOF descrito
previamente, Util tanto como marca éptica como electroquimica. Para la sintesis del nanoHKUST-1 se han
probado varios métodos, buscando el mas idéneo. De todos los métodos probados, se ha puesto a punto
el método solvotermal descrito en la Figura 5.A., que dio lugar a nanoparticulas de un tamafio medio de en

torno a 50 nm con una forma adecuada.
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Figura 5. A. Esquema de la reaccidn de sintesis de los nanoMOFs y B. micrografias de las particulas obtenidas

Estas particulas se han caracterizado también a nivel electroquimico, evaluando la sefial electroquimica de
oxidacion del Cu (1) a Cu (ll), aplicando un barrido de potenciales de -1.1 V a 0.5 V en acetato de sodio 0.1M
pH 4.6. La intensidad de corriente del pico de oxidacién registrado a -0.36 V representa la sefial analitica,
que es proporcional a la concentracién de nanoMOFS. Se observa una relacién lineal entre el valor de esta
sefial y la concentracion de nanoMOFS en el rango de 0.001 a 0.1 mg/mL. (Figura 6). Esto confirma que son

validas para su uso como marca.

y = 11485x + 21,0281
R =0,9908

Intensidad de corriente (JA)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 001 0,02

Concentracién de nanoMOFs (mg/mL}

Figura 6. Calibrado de la sefial electroquimica obtenida a distintas concentraciones de nanoMOFs.
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Adicionalmente, se han caracterizado por fluorescencia para conocer su espectro de emision, observandose

la presencia de una leve banda de emisién a 225 nm (Figura 7).
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Figura 7. Espectro de emision de los nanoMOFs frente a los distintos reactivos de partida empleados en la sintesis.

Una vez caracterizados los nanoMOFs, se procedio a la funcionalizacion con polialilamina (PAH) como paso
previo a la bioconjugacién con la proteina de afinidad neutravidina. Esta funcionalizacién se caracterizé a
través de TEM (Figura 8). Dado el aumento de la agregacidn de las nanoparticulas observada en este punto,
se estdn estudiando otras formas de anclaje de la neutravidina a la superficie de los nanoMOFs. El anclaje

de anticuerpos a los nanoMOFs y su uso en biosensores todavia no ha sido puesto a punto.

A)
PBS (.01 M (pH=T7.2)
CuBTC + PAH ®= (uBTC-PAH
LA sl 0028 oawad US, 30 min
T=25°C
B)
A
100 nm 100
- -—

Figura 8. A. Esquema de la funcionalizacion de los nanoMOFs con PAH y B. micrografias de TEM de los nanoMOFs tras la
funcionalizacion.
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2.5 Trabajos o necesidades futuras

Si bien los resultados obtenidos en este proyecto son esperanzadores y suponen un avance en el desarrollo
de la tecnologia necesaria para la construccién de un biosensor de deteccidon de biomarcadores de EC,
todavia es necesaria a) la implementacion de los nanomateriales desarrollados en este trabajo en conjunto

en un unico sensor, b) la evaluacion de este sensor para la deteccién de biomarcadores de EC.

2.6 Divulgacion de los resultados (publicaciones, articulos, ponencias...)

En cuanto a los resultados obtenidos con las MPMs, actualmente se esta escribiendo un articulo cientifico
que sera enviado para su publicaciéon proximamente en revistas del campo de magnetismo o
nanomateriales. Adicionalmente, se esta estudiando la comercializacion de las MPMs desarrolladas en este

proyecto a través de la empresa colaboradora Nanovex Biotechnologies.
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3. Memoria econOmica

Financiaciéon Personal Inventariable Fungible Otros
gastos
IUTA SV-20-GIJON-10 4200 €
Ref i
Otras fuentes eterencia
proyecto/contrato
Nombre Maria Palomares Albarran

Estudiante con
ayuda ala Tareas
investigacion

Sintesis y caracterizacion de microparticulas magnéticas
y de nanoMOFs.

Periodo 01/08/2020 —31/08/2020

4. Otros proyectos y contratos con financiacion externa

Titulo del
proyecto/contrato

Referencia

Investigador/a/es
principal/es

Equipo investigador

Periodo de vigencia

Entidad financiadora

Cantidad subvencionada
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