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Fernandez (Dpto. de Morfologia y Biologia Celular) y Francisco Javier Garcia Alonso
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Empresas o instituciones colaboradoras: Hospital de Jove y Dismed.

2. MEMORIA DESCRIPTIVA DEL PROYECTO

2.1 Resumen ejecutivo

Basicamente el objetivo del proyecto durante este afio era la fabricacion de nanoparticulas
magnéticas (MNPs) recubiertas con un polimero que permita cargar la mayor concentracion
de melatonina (MEL) y el estudio magnético de las nanoparticulas obtenidas. También se
pretendia confirmar que las nanoparticulas cargadas con melatonina presentaban un efecto
en cultivos de células de glioma.

Durante este afio se han fabricado MNPs de magnetita por dos métodos diferentes para ver
cual era el mas adecuado para la obtencidon de las particulas con las propiedades que
necesitabamos, tamafo del orden de 20 nm y que fuesen superparamagnéticas. Los
meétodos utilizados fueron la coprecipitatcion y la descomposicion térmica. La sintesis por
coprecipitacion se llevo a cabo mediante una variacién del método descrito por Huang et al.
[1] y se obtuvieron nanoparticulas de un tamafio del orden de 7 nm y con un comportamiento
superparamagnético. Este tamafo resultaba algo pequefio para nuestras necesidades y por
eso probamos a fabricar las MNPs por el método de la descomposiciéon térmica. Para la
realizacién de esta técnica se probd con dos disolventes: octadeceno y bencileter. Estos dos
procesos se desarrollaron de acuerdo al procedimiento indicado por Goya et al. [2]. Los
mejores resultados se obtuvieron con el ultimo, ya que a pesar de que la utilizacién de
octadeceno daba unas nanoparticulas con un tamafo 6ptimo se observaba por difraccion de
rayos x la presencia de impurezas. La utilizacion de bencileter dio como resultado la
presencia de menos impurezas. Con esta técnica se obtuvieron nanoparticulas de un
tamano medio de 15 nm, un campo coercitivo de 9.4 Oe, una imanacion de saturacion de
47.58 emu/g y una imanacion remanente de 0.191 emu/g. Estas nanoparticulas presentan
un tamafo y comportamiento magnético apto para la aplicacion que les queremos dar de
transportar la melatonina a los gliomas.



Posteriormente se procedid a la obtencion de nanoparticulas recubiertas con polimero, en
este sentido se obtuvieron nanoparticulas recubiertas con acido poliacrilico, quitosano y un
entrecruzamiento de quitosano con glutanaldehido. Para el recubrimiento con acido
poliacrilico se utilizé una adaptacién del protocolo desarrollado por Santra et al. [3] y el de
Prijic et al. [4] y dado que con los dos los resultados eran buenos nos decantamos por seguir
utilizando el segundo debido a su sencillez. Para el recubrimiento con quitosano y el
entrecruzamiento de quitosano con glutanaldehido se siguié el protocolo descrito por Patil et
al. [5].
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2.2 Objetivos iniciales del proyecto y grado de consecucion
Los obijetivos iniciales del proyecto eran tres:

» Desarrollar MNPs cargadas con MEL, formadas por un nucleo central de 6xido de hierro y revestidas de
un polimero a determinar (se ensayaran concretamente el quitosano y el polietilenglicol).

» Confirmar que las MNPs cargadas con MEL desarrolladas en el punto anterior, presentaban un efecto
en cultivos de células de glioma, que fuese al menos igual, o incluso mejor, que el de MEL administrada
en solucidn estandar.

> Estudiar el comportamiento magnético de las MNPs y evaluar los campos magnéticos necesarios para
mantenerlas en reposo (contra el flujo sanguineo) en la zona tumoral el tiempo durante el cual se estaria
liberando el farmaco.

Como se puede observar comparando los objetivos con el resumen ejecutivo, dado que
el proyecto estaba pensado para un afio y se tuvo que realizar practicamente en cuatro
meses, no se pudieron conseguir todos los objetivos. Quedando por realizar el estudio
del efecto de las MNPs cargadas con MEL sobre las células del glioma y la evaluacién
de los campos magnéticos necesarios para mantener en reposo las MNPs contra el flujo
sanguineo.



2.3 Tareas realizadas

» Sintesis de nanoparticulas magnéticas por dos procedimientos: coprecipitacion y
descomposicion térmica.

» Recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas con acido poliacrilico, quitosano y
un entrecruzamiento de quitosano con glutanaldehido

» Caracterizacion magnética de las MNPs obtenidas

2.4 Resultados obtenidos

Como se indica en el resumen ejecutivo se han sintetizado nanoparticulas por el método de
coprecipitacion y el de descomposicion térmica. Los tamafios de las nanopartticulas son de
unos 7 nm las obtenidas por el primer método y 17 nm para las obtenidas por el segundo, en
ambos casos las nanoparticulas presentan un comportamiento superparamagnético. En la
foto se pueden ver nanoparticulas obtenidas por el método de descomposicion térmica.

2.5 Trabajos o necesidades futuras

El presente proyecto se englobaba en un proyecto mas ambicioso cuyo objetivo final era la
sintesis de MNPs recubiertas por un polimero de los utilizados actualmente que sea el mas
adecuado para la carga de MEL y comprobar tanto en BCSCs de glioblastoma humano
como en células del estroma tumoral que los efectos de MEL, administrada tanto
individualmente como en combinacion con TMZ, no se alteran por su unién a las MNPs.
Finalmente se pretende realizar experimentos in vivo (modelo de ratén) —mediante inyeccion
intracerebral de BCSCs, que inducen un tumor idéntico al humano del que proceden, y que
por tanto es un modelo mucho mas fiable que los realizados habitualmente con lineas
celulares- que, de resultar positivos, permitirian el paso de esta combinacion a ensayo
clinico Fase I.

En el primer afio que corresponde al proyecto que estamos informando los objetivos eran
sintetizar MNPs recubiertas con el polimero que permita cargar una mayor concentracion de
melatonina y estudiar magnéticamente las MNPS obtenidas. Confirmar que las MNPs
cargadas con MEL desarrolladas en el punto anterior, presentan un efecto en cultivos de
células de glioma. También se pretende realizar simulaciones para determinar los campos
magnéticos necesarios para mantener en reposo las nanoparticulas en un fluido con las
caracteristicas del flujo sanguineo y aplicacién “in vitro” de los resultados obtenidos.

De acuerdo con lo indicado anteriormente para terminar con el proyecto global se
necesitaria cargar la melatonina en las nanoparticulas y estudiar su efecto en las células
tumorales. Por ultimo quedaria el estudio de los campos magnéticos necesarios para
mantener en reposos las MNPs en el flujo sanguineo y realizar los experimentos en modelo
raton.



En la presente convocatoria pretendemos solicitar un nuevo proyecto para continuar con
esta linea de trabajo.

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

Con los resultados obtenidos estamos terminando la elaboracion de un trabajo de
investigacion para su envio a la revista Journal of Magnetism and Magnetic Materials.

Es importante indicar que durante el desarrollo del proyecto se puso en contacto con
nosotros la empresa Nanovex Biotechecnologies para indicarnos su interés en las
nanoparticulas que estabamos fabricando. Este interés se afade al de las entidades que
avalaban el proyecto (Hospital de Jove y Dismed).
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