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Resumen

Este trabajo describe la preparacion y carac-
terizacion del triple recubrimiento con poli-
meros bioactivos (i.e. sulfato de condroitina
(CS), quitosano (Chit) y acido hialurdnico
(HA)) mediante deposicidon capa-a-capa de
unas nanoparticulas (NPs) poliméricas basa-
das en naproxeno, un potente anti-inflama-
torio no esteroideo. Se consiguid un recu-
brimiento efectivo tras la optimizacion de la
relacion en masa y la concentracion final de
NPs después de cada recubrimiento. El sis-
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tema resultante es anidnico con una carga
superficial de -15,8 £ 0.6 mV y un diametro
hidrodindmico medio (% intensidad) de 348
+ 8 nm. Ademas, el triple recubrimiento me-
jora la estabilidad en suspensién de las NPs
haciéndolas estables a pH fisioldgico.

Palabras clave: Nanoparticula polimérica,
capa-a-capa, sulfato de condroitina, quitosa-
no, acido hialurénico y multicapa.
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Abstract

This work describes the preparation and cha-
racterization of triple LbL-coated polymeric
nanoparticles based on naproxen, a potent
non-steroidal anti-inflammatory drug, with
bioactive polymers (i.e. chondroitin sulfa-
te (CS), chitosan (Chit) and hyaluronic acid
(HA)). An effective coating was achieved af-
ter the optimization of the mass ratio and the
final concentration of the NPs after each coa-
ting step. The resultant NPs present a surface
charge of -15.8 £ 0.6 mV and a mean hy-
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drodynamic diameter (by intensity) of 348 =
8 nm. Moreover, the coating confers the NPs
improved stability in suspension with no sig-
nificant changes in hydrodynamic properties
up to one month at physiological pH.

Keywords: Polymeric nanoparticles, layer-
by-layer, chondroitin sulfate, chitosan, hyalu-
ronic acid and multilayer
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Introduccion

Nuestro grupo tiene una amplia experiencia en el desarrollo de nanoparticulas (NPs) poliméricas
basadas en copolimeros anfifilicos conformados por un bloque rico en mondmero hidréfilo y un
bloque rico en mondémero hidréfobo. Su microestructura permite que, en medio acuoso, estos
copolimeros se autoensamblen en forma de micela quedando los segmentos hidrofobos en el
nucleo, protegidos por los segmentos hidréfilos que quedan expuestos en la corona. En concre-
to, recientemente hemos descrito varias familias de copolimeros formados por 1-vinilimidazol
(VI) y derivados metacrilicos de farmacos antiinflamatorios no esteroideos, como el naproxeno
(HNAP) [1] o el ibuprofeno [2]. Las particulas basadas en el copolimero poli(HNAP-co-VI)(71:29
%mol) (HNAP71 [1]), denominadas NAP NPs, se obtienen por autoensamblado del copolimero
anfifilico en medio acuoso formando una estructura con una carga superficial positiva debido a
la exposicidon en superficie de los anillos de imidazol (VI) y la formacion de un nucleo hidréfobo
con el naproxeno covalentemente anclado. El nucleo hidréfobo las hace buenas candidatas para
la encapsulacién y liberacién controlada de otros farmacos de caracter apolar. Su alta carga su-
perficial positiva permitié su inmovilizacién en superficie, mediante deposicién capa-a-capa, con
polianiones, dando lugar a recubrimientos de cuadruple bicapa (NPs-polianion) Asi se obtuvieron
superficies con propiedades anti-inflamatorias a largo plazo gracias a la liberacidon controlada del
naproxeno que debia difundir desde el interior de la particula y a través de las distintas capas del
recubrimiento [1]. La deposicidon capa-a-capa implica la adsorcidn alterna en medio acuoso de
dos o0 mas polimeros u otras especies multivalentes con interacciones complementarias. Debido
a la simplicidad de este método, el nimero de sistemas de liberacién controlada que explota esta
metodologia ha aumentado significativamente en los Ultimos afios [3]. La modificacion super-
ficial de NPs mediante la técnica capa-a-capa implica: a) superior capacidad de carga, ya que
se podran incorporar en mayor cantidad componentes bioactivos como farmacos [4] o material
genético [5] en las distintas capas; b) mejor control en la liberacion de farmacos, al incorporarse
mas barreras fisicas que pueden ser sensibles a estimulos especificos [6]; ¢) facil funcionaliza-
cién con moléculas o polimeros que favorezcan la vehiculizacién activa y pasiva; d) multifun-
cionalidad, mediante el uso de polimeros o pro-fadrmacos bioactivos con funciones especificas
[4]. En concreto, este articulo expone la preparacion y caracterizacion del triple recubrimiento
de las NAP NPs previamente descritas por interaccidén electroestatica con sulfato de condroitina
(CS), quitosano (Chit) y acido hialurdnico (HA) (Esquema 1). Los tres polielectrolitos utilizados
son polimeros naturales muy utilizados en el campo de los biomateriales por su alta biocompa-
tibilidad y sus propiedades terapéuticas intrinsecas [7]. Ademas, el recubrimiento final de HA
pretende conferir al sistema estabilidad en el medio fisioldgico y vehiculizacion activa al ser el
principal ligando de los receptores CD44 sobreexpresados en células inflamatorias activadas o
cancerigenas [5, 8, 9]. Para conseguir un recubrimiento efectivo, se optimizé la relacion en masa
y la concentracion final de NPs después de cada recubrimiento. Ademas, para su aplicacién en el
ambito biomédico la concentracién y la estabilidad en pH fisioldgico (7,4) son determinantes. Por
eso, se estudid la influencia del volumen final y el pH en las propiedades hidrodindamicas de las
particulas y se demostro la estabilidad en suspension a pH 7,4, hasta un mes.

Materiales y Métodos

Sintesis de las particulas basadas en HNAP71

La sintesis de las NAP NPs se llevd a cabo mediante el método de nanoprecipitacién a partir del
co-polimero anfifilico HNAP71, previamente sintetizado por nuestro grupo [1]. Este copolimero
estd basado en 1-vinilimidazol como componente hidréfilo y un derivado sintético metacrilico del
naproxeno (HNAP) como componente hidréfobo. En resumen, se disolvid el co-polimero HNAP71,
a una concentracién de 10 mg/mL en una mezcla de disolventes organicos, acetona:etanol (8:2,
v:v). Después, esta fase organica se goted lentamente sobre una disolucién acuosa (0,1 M acido

acético y 0,1 M NaCl) a pH 4,5 en constante agitacién para obtener una concentracién final de
NPs de 3 mg/mL.

Recubrimiento con sulfato de condroitina, quitosano y acido hialurdnico: ratios en masa y
concentracion final de nanoparticulas

Las nanoparticulas catidénicas, NAP NPs, se recubrieron mediante interaccién electroestatica de
forma consecutiva con sulfato de condroitina (CS-NPs), quitosano (Chit-CS-NPs) y acido hialuro-
nico (HA-Chit-CS-NPs) (Esquema 1).

HA:

a) b) Chit 0 Chit
NAP NPs* NAP NPs* NAP NPs*
CS-NAP NPs Chit-CS-NAP NPs HA-Chit-CS-NAP NPs

Esquema 1. Representacion grafica de los sistemas resultantes del recubrimiento

de a) las NAP NPs con CS, b) las CS-NAP-NPs con Chit y €) las Chit-CS-NAP-NPs con HA.

En resumen, para cada recubrimiento, se goteaba 1 mL de a) NAP NPs, b) CS-NAP NPs o, c)
Chit-CS-NAP NPs a pH 4,5 sobre 2 mL de una disolucién acuosa (0,1 M acido acéticoy 0,1 M
NaCl, pH 4,5) de a) sulfato de condroitina (CS; 10 KDa, Biolberica, Espafia), b) quitosano (Chit;
300 KDa, grado de desacetilacién 90%) vy, c) acido hialurénico (HA; 1000 KDa, Biolberica, Es-
pafia). Se probaron distintas ratios en masa: a) mg NPs:mg CS = 3,33; 3,00; 2,50; 2,00; 1,50;
0,50 b) mg CS-NPs:mg Chit = 0,60; 0,40; 0,20 and, ¢) mg Chit-CS-NPs:mg HA = 0,05, 0,03,
0,02; y distintas concentraciones finales de NPs ([NPs].): a) 1,00 mg/mL, 0,83 mg/mL, 0,67
mg/mL, 0,50 mg/mL y 0,33 mg/mL, b) 0,04 mg/mL y 0,03 mg/mL, y ¢) 0,01 mg/mL. En todos
los casos, se midieron las propiedades hidrodinamicas (i.e. tamafo, polidispersidad de la distri-
bucion de tamafios y carga superficial) después de cada recubrimiento.

Determinacién de las propiedades hidrodinamicas: distribucidon de tamafos y carga superficial

La distribucién de tamafio de las particulas sin recubrir y con uno, dos o tres recubrimientos (NAP
NPs, CS- NAP NPs, Chit-CS-NAP NPs o HA-Chit-CS-NAP NPs, respectivamente) se determino
mediante la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) utilizando un equipo Malvern Nanosizer
NanoZS (Madrid, Espafia) equipado con un laser He-Ne de 4 mW (A = 633 nm) a un angulo de
dispersion de 173°. Las medidas se realizaron en cubetas de poliestireno (Sarstedt, Nimbrecht,
Alemania) y la temperatura se mantuvo constante a 25 °C. Basandose en la ecuacion de Stokes-
Einstein y asumiendo que las particulas son esféricas, se determiné (ZetaSizer Software versién
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7.10) el diametro hidrodinamico medio (D,) en % intensidad y el indice de polidispersidad de
tamafio de las particulas (PdI). Este Ultimo sera un valor entre 0 (particulas monodispersas) y 1
(particulas polidispersas). Para cada sistema, se hizo la media estadistica y desviacion estandar
de 3 muestras diferentes (media de 11 medidas cada una). El potencial zeta (€) de la dispersion
de NPs se determindé mediante Electroforesis Doppler Laser (LDE) utilizando un equipo Malvern
Nanosizer NanoZS (Madrid, Espafia). En este caso, la media estadistica y la desviacion estandar
se calcularon a partir de 3 muestras (media de 20 medidas cada una).

Influencia del volumen final, el pH y el tiempo en las propiedades hidrodinamicas de las NPs

Tras el triple recubrimiento, las NPs se liofilizaron y resuspendieron (5 minutos de agitacion ma-
nual y 5 minutos de bano de ultrasonidos a temperatura ambiente) en distintos volimenes, i.e.
2/3, 1/2 y 1/4 del volumen inicial (Vi), de disolucion acuosa (0,1 M acido acético, 0,1 M NaCl)
a pH 4,5. También se estudio la influencia del pH, para ello se resuspendieron en el Vi pero a
distintos pH (4,5; 5,5; 6,5y 7,5). En todos los casos, después de resuspender las particulas,
se midieron las propiedades hidrodinamicas (i.e. tamafio, polidispersidad de la distribucion de
tamafios y carga superficial). Por Gltimo, se evalud la estabilidad con el tiempo en suspension a
pH fisioldgico (7,4) midiendo el tamano, la distribucion de tamafos y la carga superficial todas
las semanas hasta un mes.

Resultados y Discusion

Optimizacion de la ratio en masa y la concentracion final de NPs

El pK, de los grupo sulfato del CS es 1,5-2,0 y el de los grupos carboxilo 3,4-3,6 [10]; el de los
grupos carboxilo del HA es 3-3,5 [11]; mientras que el pK, de los grupos imidazol de las NAP NPs
y de los aminos del Chit es aproximadamente 5,5 [12] y 6,5 [13], respectivamente. Sabiendo
esto, se establecio pH 4,5 como el mas adecuado para el recubrimiento electroestatico de las
NPs ya que, a este pH todos los polielectrolitos se encuentran cargados en mayor o menor me-
dida. Siguiendo el protocolo que se ve en el Esquema 2, se optimizd la relacién en masa que
permitia un recubrimiento adecuado de las NPs con el polielectrolito natural correspondiente en
cada caso.

Esquema 2.
Representacion
grafica de la
metodologia
utilizada para
establecer la
relacion en masa

[NPs] = constante
Vnps =1 mL (pH 4.5)

[polielectrolito] = varia  {ong MPEsmg
& polielectrolito) mas

Ves=2mL apropiada para el

m [NP]final = varia recubrimiento de las
VEinal =3 mL (0.1 M AA, 0.1 M NaCl, pH 4.5) distintas particulas

o (i.e. NAP-NPs, CS-

NAP NPs o Chit-
CS-NAP-NPs) con
el correspondiente
polielectrolito

(CS, Chity HA,
respectivamente).

750 rpm
Ratio en masa (mg NPs: mg polielectrolito) = varia

Como puede observarse en la Figura 1a, para todas las relaciones mg NAP NPs:mg CS probados
se observa un aumento en el tamafio de particula debido a la adsorciéon de CS en la superficie
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Figura 1. Diametro hidrodinamico en % intensidad (D,, nm), polidispersidad de la
distribucion de tamarfio (PdI) y la carga superficial (§, mV) de a) NAP NPs antes del
recubrimiento (rojo) y CS-NAP-NPs después del recubrimiento a distintas relaciones en masa
de NAP NPs:CS (3,33; 3,00; 2,50; 2,00; 1,50; 1,00y 0,50); b) NAP NPs (rojo) y CS-NAP

NPs (gris) antes de los correspondientes recubrimientos y Chit-CS-NAP NPs después del
recubrimiento a distintas relaciones en masa de CS-NAP NPs:Chit (0,6; 0,4 y 0,2) y; c) NAP
NPs (rojo), CS-NAP NPs (gris) y Chit-CS-NAP NPs (azul oscuro) antes de los recubrimientos
y HA-Chit-CS-NAP NPs después del recubrimiento a distintas relaciones en masa de Chit-CS-

NAP NPs:HA (0,05; 0,03 y 0,02).
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de la particula. Este aumento se hace menos acusado a medida que disminuye la relacion NAP
NPs:CS (mg:mg) (i.e. a medida que aumenta la masa de CS), Adiametro = 153 = 13 nm (NAP
NPs:CS (mg:mg) = 3,3) 6 23 £ 3 nm (NAP NPs:CS (mg:mg) = 0,5); indicando una mayor com-
pactacion de las CS-NPs. La reduccion de tamafio viene acompafiada de una disminucion de la
polidispersidad en la distribucién de tamafos consiguiéndose valores por debajo de 0,2 a partir
de NAP NPs:CS (mg:mg) = 2,5 y similares a los de las particulas sin recubrir a partir de NAP
NPs:CS (mg:mg) = 1,5.

Ademas, para todas las relaciones en masa testadas se consiguié una reduccion de la carga su-
perficial y, para todas menos para la mas alta (3,33), una inversién de la misma de +28 £ 1 mV
sin recubrimiento hasta -21 £ 1 mV para la relacion en masa mas baja (0,5). La inversion de
carga se hace mas acusada cuanto mas CS se afiade al quedar los grupos sulfato y carboxilo del
CS expuestos en la superficie de la NPs, otro indicativo de que se ha conseguido un recubrimien-
to efectivo. Ademas, cuanto mas negativa sea la carga superficial, mas facil sera la deposicion
electroestatica de la siguiente capa. Por tanto, se establecié que entre las relaciones NAP:NPs
(mg:mg) CS testadas, 0,5, era la mas adecuada para el recubrimiento electroestatico. En el caso
del recubrimiento con Chit de las CS-NAP NPs (Figura 1b), se observa también esa inversion del
potencial zeta de valores negativos a positivos, siguiendo la misma tendencia creciente del valor
absoluto del potencial zeta con la adicidon de Chit. Ademas, se observa de nuevo una reduccion
del tamafio al aumentar la masa de Chit sin cambios importantes en la polidispersidad para las
dos primeras ratios testadas. Sin embargo, para la Gltima ratio de 0.2 empieza a aumentar el
tamafo de NPs y la PdI. Por tanto, se selecciond la ratio de 0.4 como la mas adecuada para el
recubrimiento con Chit de las CS-NAP NPs. El mismo patrén se observé con el recubrimiento de
HA (Figura 1c) y por eso se seleccion6 también la ratio intermedia de entre las testadas como
la mas apropiada, por ejemplo, Chit-CS-NAP NPs: HA = 0,03 (mg:mg). Una vez optimizada la
relacion NPs:polielectrolito (mg:mg) en cada paso, se intentdé maximizar la [NPs], En la Figu-
ra 2a se muestran las propiedades hidrodindmicas de las CS-NPs a todas las concentraciones
testadas. Como para la mayoria de los sistemas nanoparticulados descritos en bibliografia [14],
un aumento de la concentracion se tradujo en un aumento del tamano sin importantes cambios
en la polidispersidad o la carga superficial para las concentraciones testadas. La concentracion
mas alta a la que pudieron medirse las propiedades hidrodindmicas sin que hubiera agregacion o
desestabilizacion del sistema fue 1 mg/mL. Para las Chit-CS-NAP NPs, la [NPs]. mas alta que se
consiguiod sin desestabilizacién del sistema para la relacién en masa seleccionada fue 0,04 mg/
mL Figura 2b.

Finalmente, la Figura 2c muestra la evolucién del tamano medio, la polidispersidad de la dis-
tribucion de tamafios y la carga superficial con cada una de las capas. Como era de esperar, al
igual que en otros sistemas parecidos descritos en bibliografia [5, 15], se observa una tendencia
creciente en el tamafio y la PdI al afiadir capas y alternancia en el signo de la carga superficial
predominando el signo del polielectrolito que queda expuesto en la superficie. El didmetro final
de las NPs, 348 = 8 nm, favorece la internalizacion de las mismas por parte de células inflama-
torias como el macroéfago [16] y, por tanto, la retencion de las mismas en el tejido inflamado por
el denominado efecto ELVIS [17]. El protocolo final para el triple recubrimiento de las NAP NPs
queda resumido en el Esquema 3.

Redispersibilidad de NPs liofilizadas

La concentracion final de nanoparticulas recubiertas con triple capa ([HA-Chit-CS-NAP NPs]_) que
se obtuvo era de 13 pg/mL, una concentracion que podia limitar el uso de las NPs. Por tanto,
se barajo la posibilidad de liofilizar las particulas y resuspenderlas en volimenes mas pequefios
para concentrarlas. Sin embargo, como se observa en la Figura 3, solo si se resuspendian en el
volumen inicial, Vi, se conseguia recuperar el tamafio y la polidispersidad de la muestra inicial
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Figura 2. Diametro hidrodinamico en intensidad (D,, nm), polidispersidad de la

distribucion de tamafio (PdI) y potencial zeta (mV) de a) CS-NAP-NPs y

b) Chit-CS-NAP NPs a distintas concentraciones finales de NPs; y c) evolucion de las
propiedades hidrodinamicas del sistema después de cada recubrimiento.
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aunque disminuia ligeramente el potencial zeta, probablemente debido al bafio de ultrasonido

a) b) c) que puede afectar a la interaccion electroestatica en la que se basa el recubrimiento al ser una
mg NAP NPs:mg CS = 0.5 mg CS-NAP NPs:mg Chit = 0.4 mg Chit-CS-NAP NPs:mg HA = 0.03 interaccion no covalente [18]. La muestra resuspendida en 2/3Vi suponia un ligero aumento en

_ > ) el tamano respecto a la resuspendida en Vi sin cambios en PdI o carga superficial, mientras que

& & en voliumenes mas pequefios el aumento en el tamano y la PdI era muy significativo. Por tanto,

[NPs] = 3 mg/mL /[NPS] =0.12 mg/mL /fI:Ps] =0.04 mg/mL se observé de nuevo la influencia de la concentracion en el tamafio de particula y se descarté la

Vnps =1 mL Vips =1 mL Vips =1 mL posibilidad de concentrar las NPs sin comprometer las propiedades hidrodindmicas después de

— su preparacion.
= [CS] = 3 mg/mL == [Chit] = 0.15 mg/mL [HA] = 0.67 mg/mL
Ves=2mL ’ Venit= 2 mL Vha=2mL Influencia del pH en las propiedades hidrodinamicas

) [NPleina =1 mgimL [NP]rinal = 0.04 mg/mL [NPJeinat = 0.013 mg/mL icaci iolai - isiol6gi ial si |
S Vea=3mL v T 2 Ve =3mL Para aplicaciones bioldgicas, trabajar a pH fisiologico (7,4) es crucial, sin embargo, como se dis-

750 rpm 75“(j}”pm 750 rpm cutié previamente, para conseguir una interaccion electroestatica efectiva los recubrimientos se
realizaron a pH 4,5. El pH influye de forma determinante en la carga de los polielectrolitos [12].
Aguellos que contienen grupos catidnicos en su estructura, como el HNAP71 o el Chit, presenta-
ran menor carga a medida que el pH del medio aumente respecto a su pK, que en ambos casos
’ - : __ esta por debajo del pH fisioldgico. Por el contrario, los que contienen grupos carboxilo o sulfato,
Esquema 3. Representacion grafica del protocolo final de recubrimiento de a) NAP NPs como el CS o el HA, presentaran mayor carga a pH fisioldgico ya que estd muy por encima de su

con CS, b) CS-NAP NPs con Chit y c) Chit-CS-NAP NPs con HA. pK,. La carga superficial de NPs es critica para su estabilidad, a mayor carga, mayor repulsién
electroestatica entre particulas y menor probabilidad de agregacién [19]. Por lo tanto, el recu-
brimiento de NAP NPs con CS, Chit y, en ultima estancia, HA deberia contribuir a estabilizar las

——HAChit-CS-NAP NPs ——resusp. 1/4Vi —— resusp. 1/2Vi — resusp. 2/3Vi resusp. Vi NPs a pH fisoldgico. Para comprobar esta teoria, se midieron las propiedades hidrodinamicas de
las NAP NPs y HA-Chit-CS-NAP NPs tras liofilizarlas y resuspenderlas en el mismo volumen de
20 - disolucién acuosa, pero a distintos pH (Figura 4). Se observa claramente como con el aumento
del pH, la carga superficial de las NAP NPs disminuye, y por encima del pK, del HNAP71 (i.e. 5,5)
B 15 - se produce agregacion y no es posible medir tamafio o polidipersidad. Esto no sucede con las HA-
Z_E Chit-CS-NAP NPs que mantienen la PdI y la carga superficial relativamente constante en todo el
S 10 - rango de pH con un ligero aumento a partir del pH 5,5 probablemente debido a una interaccidon
= electroestatica mas débil entre las capas al descargarse ligeramente el Chit o el HNAP71. Confir-
= 9 - mamos asi que la triple capa estabiliza las NAP NPs a pH fisioldgico.
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Figura 3. Distribucion de tamafios de las HA-Chit-CS-NAP NPs y representacion grafica del

b _ AOMEE : _ - _ == Figura 4. Evolucién del diametro hidrodinamico (D,, nm), la polidispersidad de la
diametro hidrodinamico en intensidad (D,, nm), la polidispersidad (PdI) y la carga superficial

distribucion de tamarfios (PdI) y la carga superficial (potencial zeta, mV) de las NAP NPs

(§, mV) antes de liofilizar (verde) y después de liofilizar y resupender (respusp.) las NPs en y las HA-Chit-CS-NAP NPs con el pH.

distintas fracciones del volumen inicial (Vi) de disolucion acuosa a pH 4,5.
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Estabilidad en el tiempo a pH fisioldgico

Por ultimo, se evalué la estabilidad de las HA-Chit-CS-NAP NPs en suspensién a pH 7,4 midiendo
las propiedades hidrodinamicas de las mismas cada 7 dias hasta los 28 dias. Como se muestra
en la Figura 5, no hay diferencias significativas ni en tamafio, ni en PdI ni en carga superficial a
lo largo del tiempo y en especial entre los valores a dia 1 y dia 28. De esta forma, confirmamos
que las NPs con el triple recubrimiento son estables a pH 7,4 hasta un mes.

—=— Tamaiio (d.nm) —— Pdl —=— Potencial Zeta (mV)

Figura 5.
700- (0.5 0 Evolucion
i - -2 del didmetro
ﬁ[m" L 0.4 |-4 hidrodinamico
so04 T® - . — = 6 medio en intensidad
11 F aa ks (D,, nm), la
4004 A FY.9 T polidispersidad de
| 1\/:.-—_._5.-—-——-""‘1 --10 la distribucién de
300 - . L02 F-12 tamafios (PdI) y la
; . 14 carga superficial
200 - (potencial zeta,
‘ . . £0.1 [ -16 mV) de las HA-Chit-
1004 (‘\/ \‘\j .18 CS-NAP NPs con el
0 i : . . : . . _Looh-20 tiempo a pH 7,4 en
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Conclusiones

Se prepararon con éxito NPs con naproxeno, un potente anti-inflamatorio no esteroideo, anclado
covalentemente en su nucleo hidrofébico y con un triple recubrimiento hidrofilico de CS, Chit,
HA, tres polimeros naturales con propiedades anti-inflamatorias intrinsecas. Las HA-Chit-CS-NAP
NPs resultantes presentaron un didmetro hidrodinamico medio de 348 + 8 nm, baja polidispersi-
dad de distribucion de tamafios y una carga superficial de -15,8 £ 0,6 mV. Su tamafio favorecera
la internalizacion de las mismas por parte de células inflamatorias como los macrofagos [16] v,
probablemente, la retencion de las mismas en el tejido inflamado por el denominado efecto EL-
VIS [17]. Las NPs pueden liofilizarse y redispersarse en el mismo volumen de partida sin cambiar
las propiedades hidrodindmicas y en 2/3 de su volumen inicial con un aumento de aproximada-
mente 100 nm en su diametro. El triple recubrimiento le confiere estabilidad a distintos pH a las
NPs y, en especial, a pH fisiolofico hasta un mes en suspensidn. Por tanto, estas particulas tie-
nen potencial como sistemas multifucionales de liberacion controlada de naproxeno y polimeros
bioactivos para el tratamiento de procesos inflamatorios.
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