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Las nanoparticulas forman una nueva clase de materiales que poseen unas propiedades
Unicas que sobrepasan los limites moleculares y el estado sélido masivo. Poseen un
amplio rango de tamafios y de variedad formas, con diferentes propiedades magnéticas,
electronicas, opticas y quimicas (Klabunde and Richards 2009). Las nanoparticulas se
han convertido en el foco fundamental de muchas investigaciones debido a sus
numerosas y relevantes aplicaciones en areas como la catélisis homogénea,

comunicaciones opticas, deteccion de gases, nanoelectronica, medicina etc.

El trabajo de investigacion que se presenta en esta tesis doctoral esta dirigido a la sintesis
y caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas magnéticas, para aplicaciones en
Biomedicina. Por ello se ha dedicado un importante esfuerzo al estudio de su
citotoxicidad y de su adecuacion como portadores de farmacos guiados
magnéticamente. Las nanoparticulas estudiadas estan compuestas de hierro y carbono.
En concreto, se han estudiado dos tipos de nanoparticulas core-shell con nicleo de
hierro y 6xidos de hierro magnéticos recubiertas de carbono (nanoparticulas Fe@C y

Fe;0.@C), y unas nanoparticulas de carburo de hierro.

Este trabajo se divide en dos partes: en la primera se presenta un estado del arte sobre
los temas centrales de esta tesis doctoral, asi como las técnicas experimentales y 10s
materiales utilizados para la sintesis y funcionalizacion de las nanoparticulas
magnéticas. En la segunda parte se expone una caracterizacion exhaustiva de las
nanoparticulas magnéticas y una comparacién de cdmo cambian sus propiedades antes
y después de su funcionalizacion con polimeros organicos. Por Gltimo, se presentan los
ensayos in vitro para el estudio de su citotoxicidad y de su capacidad para la

adsorcion/liberacién de farmacos.

En el Capitulo I: Introduccién se presenta un breve resumen sobre la historia de la
nanociencia y la nanotecnologia hasta nuestros dias, conceptos basicos de magnetismo
de nanoparticulas y un resumen sobre la sintesis y usos de nanoparticulas magnéticas, y
del carbono como recubrimiento de nanoparticulas. Al final del capitulo se exponen la
motivacidén y los objetivos del estudio llevado a cabo con las nanoparticulas core-shell

y con las de carburo de hierro.
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En el Capitulo Il: Materiales y métodos se presentan las técnicas experimentales
utilizadas para la caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas y los ensayos in vitro
realizados. También se describen los métodos de sintesis y funcionalizacién de estas

nanoparticulas.

El Capitulo 1lI: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y
Fes0.@C recoge la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de Fe@C y
Fe304@C.

En el Capitulo 1V: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y
Fe;0.@C funcionalizadas se presenta la caracterizacion de las nanoparticulas una vez

funcionalizadas con los polimeros orgénicos seleccionados.

El Capitulo V: Experimentos in vitro abarca los resultados de los experimentos in vitro
realizados con las nanoparticulas magnéticas de Fe@C y Fes0.@C (con y sin
funcionalizacion), asi como el estudio de su internalizacion celular, la degradacion en
el interior de las células y su citotoxicidad. Se presentan también los experimentos de

adsorcion y desorcion de farmacos.

En el Capitulo VI: Propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de hierro
Fe,»C y su funcionalizacion se presenta el trabajo realizado durante la estancia pre-
doctoral en el LPCNO (Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-objets, Toulouse,
Francia) donde se desarrollo la sintesis, caracterizacion, funcionalizacion y puesta a
punto de nanoparticulas magnéticas de carburo de hierro (Fe22C) con el objetivo de

utilizarlas para aplicaciones en Biomedicina.

Para finalizar, en el Capitulo VII: Conclusiones generales y perspectivas de futuro se
presenta un resumen de los objetivos alcanzados y las posibles lineas de trabajo que

guedan abiertas a partir de esta tesis doctoral.

Las referencias se encuentran ordenadas alfabéticamente al final de cada capitulo para
un manejo mas sencillo de la bibliografia. También se incluye una lista de abreviaturas

tras esta seccion.
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n: Viscosidad dinamica del solvente
tg. Tiempo de relajacion de Brown
Tetf. Tiempo de relajacion efectivo
n: Tiempo de relajacion de Néel

H: Momento magnético

pl: Microlitros

Y. Susceptibilidad magnética de
volumen

v-Fe>03: Maghemita

a.c.: Corriente alterna

ACF: Funcidn de autocorreccion
ADN: Acido desoxirribonucleico
AF: Acido ferulico

Ar: Argon

ARN: Acido ribonucleico

Br: Bromo

CH:Clz: Diclorometano

Cuig: Capacidad de calor especificas del
medio liquido

Cwmnps: Capacidad de calor de las
nanoparticulas magnéticas

Co: Cobalto
COVID-19: Coronavirus Disease 2019

Cu: Cobre

DIPEA: N,N-Diisopropiletilamina
DLS: Dispersion dinamica de la luz

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s
médium

DMF: Dimetilformamida
DMPI: Peryodano de Dess-Martin

Ea: Energia de
magnetocristalina

anisotropia

EDTA: Acido tetraacético
eV: Electronvoltio

ESCA: Espectroscopia electrdnica para
andlisis quimico

EtsN: Trietilamina
FBS: Suero fetal bobino
Fe: Hierro

Fe@C: Nanoparticulas de hierro
recubiertas de carbono grafitico

Fe,,C: Carburo de hierro
FesC: Cementita

FeCl,-4H,O: Cloruro de hierro (1)
tetrahidratado

FeCls;-6H,0: Cloruro de hierro (111)
hexahidratado

Fes0.: Magnetita

Fe;0.@C: Nanoparticulas de magnetita
recubiertas de carbono amorfo
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FTIR: Espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier

Gd: Gadolinio

H.: Hidrégeno

H,O: Agua

HBSS: Solucidn salina de Hanks
HCI: Acido clorhidrico

H. Campo coercitivo

HDA: Hexadecilamina

HRTEM: Microscopia de transmision
electronica de alta resolucion

I: Yodo

ICP-OES: Espectrometria de emision
atémica con plasma acoplado

IR: Infrarojo

Ka: Constante  de
magnetocristalina

anisotropia

kgs: Constante de Boltzmann

Kerr: Constante de anisotropia efectiva

KSCN: Tiocianato de potasio

Ksari:  Constante  anisotropia  de
superficie

kHz: Kilohercios

kOe: KiloOersted

Kv: Constante de anisotropia
correspondiente al volumen de la
nanoparticula

L: Longitud del cristal

M: Concentracion Molar

MeOH: Metanol

mg: Miligramos

MgSQ,: Sulfato de magnesio

mL: Mililitros

mmol: Milimoles

Mn: Manganeso

MPS: Sistema fagocitico mononuclear
M;:Imanacion remanente

MRI: Resonancia magnética por
imagen

Ms: Imanacién de saturacién
mT: Militesla

MTT: Bromuro 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5 difenil tetrazolio

NaHCOs/Na,S;03-5H,0:  Hidrogeno
carbonato de sodio/Tiosulfato de sodio
pentahidratado

Na,SOs: Sulfato de sodio

NHs: Amoniaco

nm: Nanometro

O: Oxigeno
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Oe: Oersted

PCS: Espectroscopia de correlacion
fotonica

PEG: Polietilenglicol

PPhs: Trifenilfosfina

RES: Sistema reticulo endotelial
RMN: Resonancia magnética nuclear
RF: Radiofrecuencia

rpm: Revoluciones por minuto

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SAR: Coeficiente de absorcién
especifica de potencia

SARS-CoV  2:  Severe  Acuate
Respiratory Syndrome CoronaVirus 2

SQUID: Superconductor de
interferencia cuéntica

T: Temperatura

TEM: Microscopia de transmision
electronica

TGA: Analisis termogravimétrico
THF: Tetrahidrofurano

ToF-SIMS: Espectroscopia de masas de
iones segundarios de tiempo de vuelo

UV-vis: Espectroscopia de ultravioleta-
visible

V: Volumen

Vh: Volumen hidrodindmico

VSM: Magnetémetro de vibracion de
muestra

XPS: Espectroscopia fotolectronica de
rayos X

XRD: Difraccién por rayos X
WI/g: Vatio/gramo

ZFC/FC: Enfriamiento a campo cero y
enfriamiento con campo magnético

Zn: cing






Capitulo I: Introduccion

Esta tesis doctoral se centra en el estudio de diferentes tipos de nanoparticulas
magnéticas constituidas de hierro y carbono, teniendo como Gltimo objetivo su

utilizacion en aplicaciones biomédicas.

En este capitulo se describen algunas aplicaciones que las nanoparticulas magnéticas
tienen en el campo de la biomedicina, en particular las relacionadas con el trabajo que
se presentard en los capitulos posteriores. Por ello el capitulo incluye un breve resumen
sobre conceptos basicos de magnetismo, centrandonos en los relacionados con las
aplicaciones en las cuales se pretenden utilizar las nanoparticulas magnéticas que se

estudian en esta tesis.

El este capitulo se exponen también la motivacion y los objetivos concretos de esta tesis

doctoral.
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1.1 Nanotecnologia, nanociencia y nanoparticulas magnéticas

La nanotecnologia es un nuevo campo interdisciplinar, en el que concurren diferentes
ambitos cientificos (fisica, quimica, biologia, medicina, ingenieria, etc.), con gran auge

en los ultimos afios.

La definicidn de nanotecnologia como “el procesamiento de separacién, consolidacion
y deformacion de materiales por un atomo o una molécula” (Taniguchi 1974) fue
acufiada por Norio Taniguchi a finales de los 70, aunque la idea de construir cosas
“pequefias” se le atribuye a Richard Feynman en una charla dada en 1959. Feynman,
sugiri6 que deberia ser posible, en principio, hacer maquinas a nanoescala que
“dispongan los atomos de la manera que nosotros queramos” un proceso que luego se

denoming fabricacion molecular (Feynman 1959).

Actualmente, The national nanotechnology iniciative da una definicion mas actual de
la nanotecnologia como “la comprensién y el control de la materia en dimensiones entre

aproximadamente 1 y 100 nanémetros™*(NNI 2013).

La nanociencia, estudia los fenémenos, las propiedades y la respuesta de los materiales
a escala atdbmica, molecular y macromolecular, mientras que la nanotecnologia es el
disefio, manipulacion, construccion, produccién y aplicacién de estructuras,
dispositivos, y sistemas con tamafios menores a 100 nm. A esta escala, y especialmente
cuando las dimensiones son menores de 5 nm, las propiedades 6pticas, eléctricas y
estructurales de la materia difieren significativamente de las del material masivo
(Bonnazi 2010).

La investigacién en nanociencia y nanotecnologia esta en continuo crecimiento por lo
gue las agencias de financiacion apoyan la explotacién de sus potencialidades en las

areas de quimica, materiales, ingenieria y medicina. La nanociencia y nanotecnologia

[* un nanémetro es la billonésima parte de un metro, i.e., 10° m. El prefijo nano es una

palabra griega que significa “pequefio”.
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estan alimentando una nueva revolucién industrial respaldada por la capacidad
cientifica para fabricar, modelar y manipular objetos con un pequefio nimero de atomos,

y el descubrimiento casi diario de nuevos fendmenos a nanoescala (Koch et al.

2007)(Roco 2003).

RIGHARD FEYNMAN

Imagen 1.1. Mayores eventos historicos de la nanociencia y la nanotecnologia
(imagen modificada de Taniguchi 1974).

La nanotecnologia se considera como una tecnologia emergente debido a la posibilidad
gue ofrece de mejorar productos ya existentes y de crear nuevos productos y dispositivos
con caracteristicas totalmente nuevas, lo que representa un enorme potencial para una
amplia gama de aplicaciones. Las aplicaciones significativas de la nanotecnologia ya se
perciben en los campos de la farmacia, cosmética, procesado de alimentos, ingenieria
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guimica, materiales de alto rendimiento, electrénica, optica, produccion de energia y
medio ambiente (Nunes et al. 2019). Ademas, la nanotecnologia, abre nuevas vias de
investigacion y conduce a nuevas Utiles y a veces inesperadas aplicaciones. Los aparatos
electronicos estan construidos con componentes a nanoescala y mejorar su rendimiento

depende de reducir estas dimensiones aiin mas.

Estas enormes aspiraciones se unen a los desarrollos nanotecnoldgicos en la moderna
medicina. Las posibles aplicaciones en medicina son predominantes en cuanto a
técnicas de diagnoéstico y, monitoreo de enfermedades, fabricacion de prétesis mejores
y mas duraderas y nuevos sistemas de suministro de medicamentos para enfermedades
potencialmente dafiinas (S. Logothetidis 2012). También, estan surgiendo nuevos
tratamientos médicos para tumores cerebrales, enfermedades como Alzheimer,

Parkinson, etc.

Entre los numerosos materiales a escala nanométrica, uno de los mas prometedores para
su utilizacion en medicina son las nanoparticulas magnéticas. Las nanoparticulas
magnéticas son unos materiales muy prometedores debido a las funcionalidades
asociadas al hecho de que poseen momento magnético y a la posibilidad de obtenerlas
por diversos métodos con tamafios controlados, desde escasos nandmetros hasta decenas
de nanémetros (Roca et al. 2009). Ademas, hasta la fecha se ha realizado un gran
esfuerzo para obtener coloides magnéticos con nanoparticulas estables en agua,
siguiendo diferentes métodos de sintesis, como, por ejemplo, sintesis hidrotermal, co-
precipitacion, microemulsion, hidrolisis forzada, y métodos de oxidacion-reduccion
(Lei et al. 2017). Ademas, al igual que otros tipos de nanoparticulas, las nanoparticulas
magnéticas se pueden recubrir con moléculas orgéanicas para hacerlas interactuar con
compuestos biolégicos (Goesmann and Feldmann 2010). También, se puede hacer uso
de su capacidad de interactuar con campos magnéticos continuos o alternos, lo que junto
con la permeabilidad de los tejidos humanos a los campos magnéticos abren un amplio

campo de aplicaciones.

Las nanoparticulas magnéticas mas utilizadas son las de éxidos magnéticos de hierro,

en concreto la magnetita (Fes0.), la maghemita (y-Fe;Os3) y algunas ferritas, recubiertas
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con diferentes materiales (inorganicos como la silica u organicos, como algunos
polimeros) (Tashkin et al. 2008). En el caso concreto de la medicina, se pueden usar
tanto para diagnostico como para terapia. Por ejemplo, pueden utilizarse como agentes
de contraste en imagenes obtenidas mediante resonancia magnética nuclear (Magnetic
Resonance Imaging, MRI). Las nanoparticulas magnéticas también se pueden usar
como vehiculos para el de suministro de medicamentos dirigido magnéticamente al
tejido/érgano deseado (Panyam and Labhasetwar 2012)(Allen and Cullis 2004) y como
agentes de calentamiento para hipertermia magnética (Andreas Jordan et al.
1999)(Hergt et al. 1998)(Hiergeist et al. 1999)(Andreas Jordan et al. 2001).

Antes de plantear los objetivos concretos de esta tesis, trataremos brevemente aquellos
conceptos basicos de magnetismo relacionados con el comportamiento de particulas en
la nanoescala, en particular en los relacionados con las dos aplicaciones que hemos
mencionado. En las siguientes secciones haremos también una breve introduccion a las
dos aplicaciones concretas a las cuales va dirigido el estudio que se ha llevado a cabo

en esta tesis.

1.2 Conceptos basicos de magnetismo en sistemas de nanoparticulas

1.2.1 — Tipos de comportamiento magnético-Superparamagnetismo

La mayoria de las propiedades magnéticas de los materiales, estan determinadas por la
configuracion electronica de los atomos que lo componen. Solo los electrones
desapareados de las capas incompletas contribuyen al momento magnético atdmico. Por
el hecho de tener espin, los electrones tienen un momento magnético que se conoce
como momento magnético de espin (uspin) (Torres Molina 2015). Ademas, el
movimiento orbital de los electrones alrededor del ndcleo produce el llamado momento
orbital (uom). Desde el punto de vista basico, la suma de los momentos magnéticos

orbitales y de spin determina la magnetizacion del material, que se denota por el vector
M. El comportamiento magnético de cualquier tipo de material viene dado por la
respuesta del vector M aun campo magnético externo H, la temperatura, tiempo o

cualquier otra variable de interés. La imanacion M representa el momento dipolar
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magnético por unidad de volumen. La relacion entre la intensidad de M y la del campo

magnético H se expresa por (ecuacion 1.1) (Torres Molina 2015):

M = y,H (1.1)
donde y, es la susceptibilidad magnética de volumen.

La interaccion entre los distintos momentos magnéticos atdmicos puede dar como
resultado diferentes respuestas del material a un campo magnético externo. Atendiendo
a estos diferentes comportamientos, los materiales se pueden clasificar en:
diamagnéticos, = paramagnéticos,  ferromagnéticos,  antiferromagnéticos, vy
ferrimagnéticos. En la figura 1.1 se muestra esquematicamente el ordenamiento de los
momentos magnéticos para cada uno de estos materiales, asi como la respuesta de su

imanacion a un campo magnético externo (Goya, Grazu, and Ibarra 2008).

Los materiales diamagnéticos son los materiales que tienen una susceptibilidad negativa
y muy débil, de manera que “repelen” los campos magnéticos. Por eso la curva M vs H
es una recta de pendiente negativa (ver figura 1.1) Ejemplos de materiales
diamagnéticos son por ejemplo: el agua, bismuto, hidrégeno, helio, gases nobles,
cloruro de sodio, cobre, oro, silicio, germanio, grafito, bronce o el azufre (Hummel
2011).

Los restantes tipos de comportamientos magnéticos se dan en aquellos materiales con
atomos que contienen electrones desapareados. En los materiales paramagnéticos, en
ausencia de campo magnético aplicado, los momentos magnéticos estan orientados al
azar. Cuando estos materiales se someten a un campo magnético los momentos
magnéticos se alinean paralelamente al campo magnético y la imanacion aumenta
linealmente con el campo. Si estan fuertemente acoplados entre si, por debajo de una
cierta temperatura critica podrd aparecer el ordenamiento ferromagnético,

antiferromagnético o ferrimagnetico (Hummel 2011).

Los materiales ferromagnéticos son aquellos en los que se produce un ordenamiento de
todos los momentos magnéticos en la misma direccion y sentido. Los materiales de este

tipo estan divididos en dominios magnéticos, regiones del material separadas por las
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llamadas paredes de dominio, de manera que todos los momentos magnéticos en un
dominio estan alineados de la misma manera, independientemente de que esta direccién
pueda cambiar de un dominio a otro (Hummel 2011). Al someter un material
ferromagnético a un campo magnético intenso, los dominios tienden a alinearse con
éste, de forma que aquellos dominios en los que los dipolos estan orientados con el
mismo sentido y direccion que el campo magnético inductor aumentan su tamafio
mientras que los otros disminuyen. De este modo, si el campo magnético es lo
suficientemente intenso, estos Ultimos desaparecen, dando lugar al final a un
monodominio. Cuando la imanacién de este dominio es totalmente paralela al campo
magnético se dice que la imanacion ha alcanzado la saturacion. Otra caracteristica de
los materiales ferromagnéticos es que presentan histéresis, es decir, una vez alcanzado
un cierto valor de imanacién, si el campo magnético se aplica en sentido contrario, la
curva M vs H no se recorre por el mismo camino en sentido inverso. En este caso, al
eliminar el campo magnético, la imanacién no es cero (como en el estado inicial), sino
gue tiene un cierto valor conocido como imanacion remanente o remanencia. Esto es
debido a que la estructura de dominios no recupera su estado inicial y para que esto
ocurra es necesario aplicar un determinado campo que se conoce como campo
coercitivo. Por todo ello se dice que la curva de imanacion tipica de un material
ferromagnético es un ciclo de histéresis, en los que la imanacion de saturacion, la
remanencia y la coercitividad dependen de cada material (de la interaccion entre
momentos magnéticos, de su estructura de dominios y de su anisotropia
principalmente). Ademas de en la figura 1.1, un ejemplo de ciclo de histéresis se
presenta en la figura 1.2. El area de esta curva representa el trabajo/la energia invertido/a
en la el proceso de magnetizacion, y es un comportamiento caracteristico de cada
material. Ejemplos de materiales ferromagnéticos son el hierro, el cobalto, o el niquel.
Los materiales ferromagnéticos dejan de serlo a una cierta temperatura que se conoce
como temperatura de Curie, por encima de la cual pasan a estado paramagnético
(Fernéndez-Pacheco Chicén 2008).
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Figura 1.1. Variacion de M vs. H para materiales ferromagnéticos,
paramagnéticos, diamagnéticos y superparamagnéticos (imagen modificada de
Goya, Grazu e Ibarra, 2008).

Por su parte, los materiales antiferromagnéticos pueden considerase como formados por
dos redes de atomos ordenadas cada una de ellas ferromagnéticamente pero en direccién
opuesta una respecto de la otra, de manera que en ausencia de campo magnético no se
observa imanacion neta (Hummel 2011). Al someter el material a un campo magnético,
algunos de los momentos magnéticos se alinean paralelamente con él, alinedndose
también paralelo a sus vecinos, venciendo la interaccion antiferromagnética.
Generalmente, se requiere un campo magnético muy intenso para conseguir alinear
todos los momentos magnéticos en la misma direccion, alcanzando la saturacién del
material. El orden antiferromagnético desaparece por encima de la temperatura de Néel.
El  ferrimagnetismo aparece cuando las dos subredes interaccionan
antiferromagnéticamente pero los momentos magnéticos de cada una de ellas son de

diferente magnitud (Hummel 2011).



Introduccion 40

Hc

Figura 1.2. Curva de histéresis de un material ferromagnético mostrando la
magnetizacion de saturacion Ms, remanencia, M, y coercitividad, Hc (figura
modificada de Torres Molina, 2015).

Los cuatro tipos de orden magnético mencionados hasta ahora son los mas comunes que
pueden presentarse en materiales masivos (o materiales bulk). Sin embargo, cuando las
dimensiones del material se reducen hasta la escala nanométrica puede aparecer un
nuevo tipo de comportamiento magnético conocido como superparamagnetismo. Para
ello es necesario que el tamafio del material esté por debajo de un cierto tamafio critico,
menor a su vez que el tamafio de un monodominio, dimension que es caracteristica de
cada material. En el caso de nanoparticulas magnéticas, es comun suponerlas esféricas,
por lo que hablamos de didmetro critico y del didmetro de un monodominio; este suele
estar entre 3-50 nm. Como en un monodominio todos los momentos magnéticos estan
alineados, el momento magnético de cada nanoparticula es la suma de los momentos
magnéticos de cada uno de los atomos que la componen, lo que da lugar a un momento

magnético muy elevado (Marghussian 2015).

En ausencia de campo magnético, los momentos magnéticos de las nanoparticulas estan
orientados al azar, por efecto de la agitacion térmica. Por otra parte, ademas de la energia
térmica la otra contribucion a la energia de un sistema de nanoparticulas es su energia
de anisotropia. EIl caso mas sencillo es suponer que las nanoparticulas solo tienen
anisotropia uniaxial, es decir que su imanacion se orienta indistintamente en uno de los
dos sentidos de una Unica direccion preferencial (Cullity and Graham 1972). En este
caso la energia de anisotropia de las particulas, E. es la energia de anisotropia

magnetocristalina, que a su vez es proporcional al producto K.V, donde K, es la
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constante de anisotropia magnetocristalina (que es propia de cada material) y V es el
volumen de la nanoparticula. La expresion de la energia de anisotropia es (ecuacion 1.2)
(Torres Molina 2015):

E,(8) = K, Vsin?(0) (1.2)

donde 0 es el angulo entre la direccidon preferencial (i.e., el eje de anisotropia) y el
momento magnético de la particula. No obstante cuando se trata de nanoparticulas muy
pequefias (aproximadamente de unos 2 nm o méas pequefias), la fraccion de atomos en
su superficie es elevada. Estos momentos magnéticos superficiales pueden no estar
alineados con respecto a los atomos que se encuentran en su volumen interno, o bien la
superficie de la nanoparticula puede presentar vacantes o defectos etc. (Coey
1971)(Batlle and Labarta 2002). De este modo, los momentos magnéticos en la
superficie pueden ser la fuente de anisotropia superficial, lo que da lugar a otra
contribucién a la energia de anisotropia (Bodker, Morup, and Linderoth 1994). Por ello,
la ecuacion 1.3 se puede generalizar para incluir otras fuentes de anisotropia,
considerando en vez de Ka una constante de anisotropia efectiva, Kert cOmo la suma de

todas las posibles contribuciones:
Keff = KV + Ksurf (13)

donde Ky es la constante de anisotropia correspondiente al volumen de la nanoparticula

y Ksurt correspondiente a la anisotropia de superficie.

Para pequefias desviaciones de la imanacion respecto de una direccion favorable, la
anisotropia actia como un campo magnético que trata de mantener la magnetizacion
paralela a ese eje favorable. Este campo se llama campo de anisotropia, Hk, y es paralelo

a la direccion favorable (Cullity and Graham 1972).

De acuerdo con la ecuacion 1.3 para un sistema de nanoparticulas existen dos posibles
estados equivalentes en energia, que corresponden a las dos posibles orientaciones de
su momento magnético respecto al eje de anisotropia (i.e., paralelay antiparalela). Estos

estados equivalentes estan separados por una barrera de energia cuya altura viene dada
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por el producto de Ka (0 Ker) por el volumen V de la nanoparticula. Si el sistema se
encuentra a una temperatura a la cual la energia térmica es mayor que la altura de la
barrera, las nanoparticulas fluctian constantemente entre los dos posibles estados, de
manera que la imanacion total del sistema es cero. Por ello se dice que las nanoparticulas
se encuentran en estado superparamagnético (Torres Molina 2015). Si por el contrario,
la energia de térmica es menor, las nanoparticulas estan en uno u en otro estado y se
dice que estan blogqueadas. En esta situacion si se observa imanacion en el sistema y la
curva M vs H es como la curva tipica de un ferromagnético. En estado
superparamagnético la curva de imanacion frente a campo no presenta ni remanencia ni
coercitividad, tal y como se representa en la figura 1.1. En el caso ideal de particulas
esféricas isotropas y sin interaccion entre ellas, la curva M vs H se describe mediante
una funcion de Langevin (Cullity and Graham 1972)(Bean and Livingston 1959). La
temperatura a la cual las nanoparticulas pasan de estar en estado superparamagnético a

estar blogueadas se llama temperatura de bloqueo, Te.

1.2.2 Mecanismos de relajacion en nanoparticulas magnéticas

Consideremos ahora un conjunto de nanoparticulas magnéticas con anisotropia uniaxial
que se encuentran en un estado inicial con una cierta imanacion, resultado de haber
aplicado un campo H a una cierta temperatura T. Cuando el campo se lleva a cero,
debido a la agitacion térmica, las nanoparticulas tenderan a invertir su imanacién hasta
alcanzar el estado de imanacion cero. Este proceso tiene lugar con un tiempo

KeffV
caracteristico que es proporcional al factor de Boltzmann e ¥8T , donde kg es la

constante de Boltzmann), ya que esta exponencial da la probabilidad de que una
particula tenga suficiente energia térmica requerida para la inversion superando la
barrera de energia de anisotropia. Este proceso activado térmicamente se describe por
el modelo Néel-Arrhenius, y este tiempo caracteristico se llama tiempo de relajacion de
Néel (ecuacion 1.4) (Torres et al. 2015):

KeffV
T= Ty = Tg€ KT (1.4)
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donde 7, es una constante cuyo valor es aproximadamente 10 segundos. De acuerdo
con la ecuacion 1.4, el tiempo de relajacion de Néel depende por tanto del volumen de
las particulas V y de la temperatura absoluta T (Brown 1959)(Bean and Livingston
1959). Por tanto, en el proceso conocido como relajacion de Néel, lo que tiene lugar es
un cambio en la direccion del vector de momento magnético de las nanoparticulas, sin

que haya una rotacion mecénica de las mismas, tal como se representa en la figura 1.3.

/,F} /\ 9.1 Mecanismo de

/ Néel

Figura 1.3. Representacion de los mecanismos de Néel y de Brown (figura
modificada de Morrish, 2001).

Por otra parte, el momento magnético de las nanoparticulas también puede cambiar su
orientacion debido a la rotacién de estas, como sucede por ejemplo si se dispersan en
un liguido. En este proceso la direccion del momento magnético estd fija en la
nanoparticula, tal y como se representa en la figura 1.3. Este mecanismo se conoce como
relajacion de Brown y se caracteriza por el tiempo de relajacion de Brown 7z dado por
(ecuacién 1.5) (Torres Molina 2015):
3nVh
g = —— 1.5

b= (15)

donde 7 es la viscosidad dindmica del solvente, V;, es el volumen hidrodindmico de las

particulas, kg corresponde a la constante de Boltzmann y T es la temperatura.

Como veremos mas adelante, al hablar de la hipertermia magnética, la relajacion de

Brown y la relajacion de Néel, juegan un papel importante en la descripcion de la
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absorcion de energia por un fluido que contiene nanoparticulas magnéticas bajo un

campo magnético alterno.

El tamafo de la particula es un factor determinante del valor del tiempo de relajacion,
como puede verse en la figura 1.4, que muestra la variacion de los tiempos de relajacién
en funcion del radio de una particula de magnetita, para unos valores de anisotropia

magnetocristalina y volumen hidrodindmico dados (Rosensweig 2002).

0001
Tn /
0™

Constante tiempo de relajacion T (s)
! ' i !
%

6 7 3 9 10
Radio de las particulas, R (num)

Figura 1.4. Gréfica de la constante de tiempo de relajacion frente el radio de
las nanoparticulas (figura modificada de Rosensweig, 2002).

1.3 Aplicaciones en biomedicina

Las excelentes propiedades magnéticas y la escasa toxicidad demostrada por las
nanoparticulas de magnetita hacen de las nanoparticulas magnéticas en general unas
idoneas candidatas para utilizarlas en diferentes aplicaciones en medicina y en otras
ciencias de la vida (Fernandez-Pacheco Chicdn 2008). Debido a su pequefio tamafio,
permiten la interaccion con estructuras celulares, subcelulares y moleculares, ofreciendo
una herramienta de trabajo muy util para manipular diferentes funciones (Ramos and
Castillo 2011). Por otra parte, la capacidad de su momento magnético para interactuar
con campos magnéticos, tanto continuos como alternos, amplia su campo de aplicacion.
Por todo ello las nanoparticulas magnéticas se estan estudiando para ser utilizadas, por

ejemplo, como agentes terapéuticos para el transporte de farmacos a zonas especificas
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del organismo (Dobson 2006), y para producir muerte celular mediante hipertermia en

respuesta a la aplicacion de un campo magnético externo (A. Jordan et al. 1999).

1.3.1 Hipertermia e hipertermia magnética

La hipertermia, es un tratamiento dirigido a elevar la temperatura, por ejemplo, de
tejidos cancerosos del cuerpo, a unos 40-43°C, lo que puede llegar a inducir la muerte
de las células cancerosas, e incluso en algunos casos, a mejorar los efectos citotoxicos
de la quimioterapia y radioterapia. Mediante esta elevacion de la temperatura se busca
destruir las células cancerigenas mediante la desnaturalizacion del citoplasma o de las
membranas de las proteinas, produciendo también cambios en la organizacion del
citoesqueleto, reduciendo la sintesis de ADN, ARN, o proteinas. (Andreas Jordan et al.
2001)(Baronzio 2006)(DeNardo et al. 2005)(Wust et al. 2002)(Pankhurst et al.
2003)(Hergt et al. 2006)(Fortin et al. 2007)(Colombo et al. 2012)(Fernandez-Pacheco
Chicdn 2008). Por ejemplo, desde hace varios afios se esta llevando a cabo una amplia
investigacion preclinica y clinica con una serie de ensayos aleatorios que demuestran
gue, cuando la hipertermia se combina con radioterapia, tiene el poder potencial de
mejorar los resultados de varios tipos de cancer sin aumentar significativamente la
toxicidad (Lutgens et al. 2010)(De Haas-Kock et al. 2009). A pesar de estos resultados
prometedores, la hipertermia rara vez se incorpora en la gestion oncoldgica moderna,
debido a su ineficacia cuando se aplica como un tratamiento de modalidad Unicay a la
falta de ensayos clinicos cuando se combina con quimioterapia y radioterapia (van der
Zee 2002). Ademas, una desventaja importante de la hipertermia convencional es que,
en general, tanto las células malignas como las no malignas son igualmente sensibles al
calentamiento (Dewey et al. 1977)(Roizintowle and Pirro 1991). Por ello, una
alternativa a la hipertermia convencional y que ha suscitado un gran interés es el
concepto de “hipertermia magnética dirigida biolégicamente”, mediante la cual las
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro, que son las que se van a utilizar para
calentar tumores bajo un campo magnético alterno, se administran por via intravenosa
pero de manera dirigida, es decir, de forma que se localicen solamente en el tejido que

gueremos tratar (Chang et al. 2018).
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En el caso de la hipertermia magnética, el calor se genera cuando se aplica un campo
magneético alterno a las células que previamente se han cargado de manera selectiva con
nanoparticulas magnéticas. Es decir, esta terapia se basa en hacer llegar un fluido
conteniendo nanoparticulas magnéticas solo a las células que se quiere destruir, de
manera que la energia absorbida por las nanoparticulas cuando interaccionan con el
campo magnético a.c., se transfiera solo a aquellas células conteniendo nanoparticulas,
elevando su temperatura y causando su muerte, sin afectar a las células sanas en el
entorno. Como veremos mas adelante, la capacidad de calentamiento de las

nanoparticulas magnéticas

A finales de la década de los 50 (Gilchrist et al. 1957), cuando se introdujo este
concepto, se inyectaron nanoparticulas magnéticas (de entre 20-100 nm) en canales
linfaticos, para calentar células cancerosas residuales bajo un campo magnético alterno.
En la década de los 90 (A. Jordan et al. 1993) se demostrd que mediante la inyeccion
directa de nanoparticulas magnéticas en el tumor podria resultar mucho mas efectivo y
selectivo en comparacion con el calentamiento mediante otras técnicas tales como el

calentamiento por radiofrecuencia y ultrasonido.

Ademas, existen numerosos estudios de ablacion térmica in vitro. Las nanoparticulas se
introducen en los cultivos celulares, para probar su biocompatibilidad y su citotoxicidad,
y para determinar la interaccion de diferentes tipos de nanoparticulas con las células en
diferentes suspensiones acuosas donde algunas las células no absorben la misma
cantidad de nanoparticulas que otras, aunque el mecanismo exacto no se conoce por
completo (A. Jordan et al. 1999). Desde entonces, se han realizado importantes
esfuerzos en el desarrollo de un sistema clinico para el estudio de esta técnica. En las
dos ultimas décadas, existen estudios clinicos en fase 1 y fase 2 con nanoparticulas
magnéticas administradas por via intratumoral y la posterior aplicacion de un campo
magnético, que estan teniendo éxito con pacientes con glioblastoma y canceres de
préstata (M . Johannsen et al. 2005)(M. Johannsen et al. 2007)(Maier-Hauff et al.
2011)(Manfred Johannsen et al. 2007). En estudios clinicos en fase 1 con pacientes con

cancer de préstata se demostrd la viabilidad de esta técnica incluso cuando el cancer ha
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sido detectado de manera tardia. Se espera que el tratamiento de hipertermia en tales
pacientes pueda controlar el componente méas agresivo del tumor y prevenir o retrasar

la necesidad de utilizar radioterapia o cirugia.

Hasta la fecha, las nanoparticulas més utilizados para la hipertermia magnética son las
nanoparticulas de ferrita de tamafio nanométrico (10-100 nm), magnetita 0 maghemita
ambas con una alta imanacion espontanea (Chang et al. 2018). Aunque la investigacion
en la utilizacion de la hipertermia magnética para aplicaciones biomédicas, asi como la
investigacion dirigida a la sintesis y caracterizacion de nuevas nanoparticulas para
explorar su potencial uso en hipertermia, ha empezado hace ya varios afios, solo se han
propuesto algunos modelos tedricos para explicar los mecanismos fisicos de absorcion
de potencia cuando nanoparticulas magnéticas dispersadas en medio liquido se someten
un campo magnético a.c, como por ejemplo los desarrollados en las referencias
(Mamiya 2013)(Carreya, Mehdaoui, and Respaud 2011)(Usov and Liubimov
2012)(Torres et al. 2019).

Cuando un fluido conteniendo nanoparticulas magnéticas se expone a un campo
magnético alterno, las nanoparticulas pueden absorber energia que luego liberaran al
medio en forma de calor. Una manera de caracterizar esta capacidad de absorber energia
es mediante el llamado factor de absorcion de potencia 0 SAR (Specific Absorption
Rate). Las nanoparticulas absorben esta energia a través de dos mecanismos principales:
las pérdidas por histéresis y por las pérdidas por relajacion. Las pérdidas por histéresis
ocurren en el caso de nanoparticulas suficientemente grandes como para poseer
maltiples dominios magnéticos. La energia absorbida por las nanoparticulas es la
correspondiente al area del ciclo de histéresis que se obtiene como respuesta de la
imanacion al campo a.c. aplicado. A medida que disminuye el tamafio de las
nanoparticulas, los mecanismos dominantes son la relajacién de Néel y la relajacion de
Brown descritos en las secciones anteriores, gobernados por sus respectivos tiempos de

relajacién (ver ecuaciones 1.4y 1.5).

De acuerdo con el modelo de Rosensweig, conocido como Linear Response Theory

(LRT), si la anisotropia de las nanoparticulas es alta (es decir, si el campo de anisotropia
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Hk es mayor que el campo aplicado en un experimento de absorcién de potencia), la
relajacion de Néel y la relajacion de Brown pueden considerarse como procesos
independientes. En este caso puede definirse un tiempo de relajacion efectivo, que viene

dado por la expresion (ecuacién 1.6) (Rosensweig 2002):
Tofr = Tyt + 15" (1.6)

Sin embargo, incluso en los casos de nanoparticulas con elevada anisotropia, este no es
el Unico parametro que hay que tener en cuenta al estudiar la absorcion de potencia en
suspensiones de nanoparticulas y a la hora de disefiar/sintetizar dichas nanoparticulas
para obtener un SAR elevado. Un reciente estudio llevado a cabo por Torres et. al. en
suspensiones acuosas de nanoparticulas de ferrita de cobalto, ha puesto de manifiesto la
estrecha relacion que existe entre la imanacion, la anisotropia, el diametro y el volumen
hidrodinamico de las nanoparticulas y la viscosidad del medio en que se encuentren,

con la amplitud y la frecuencia del campo magnético aplicado (Torres et al. 2019).

1.3.2 Liberacion de farmacos

La liberacion controlada de farmacos es una estrategia no invasiva para tratar ciertas
enfermedades. La utilizacion de nanoparticulas magnéticas para suministro de farmacos
se basa en cargarlas con el farmaco y dirigirlas a hacia la zona la zona deseada, como
puede ser un tumor, mediante un gradiente de campo magnético. EIl objetivo es
aumentar la eficacia del tratamiento, de manera que sea posible administrar dosis
menores. Por otra parte, el dirigirlas selectivamente al lugar donde el farmaco debe
actuar, podria idealmente disminuir los efectos secundarios asociados por ejemplo a la
guimioterapia. Una vez en el érgano o tejido deseado, el campo magnético podria
utilizarse para concentrar alli las nanoparticulas (por ejemplo utilizando un implante
magnético) y liberar el farmaco de manera controlada, durante la duracion del
tratamiento. La carga de farmaco o bien se absorbe en la superficie de las hanoparticulas
magnéticas o se encuentra en el interior de estos nanosistemas. La liberacion de
farmacos se puede realizar de diferentes maneras: por difusion simple, por mecanismos

gue requieren actividad enzimatica, activacion magnética o cambios en condiciones
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fisioldgicas como el pH, osmolalidad o la temperatura (Alexiou et al. 2000). Cuando las
nanoparticulas se utilizan para liberacién de los farmacos, se deben tener en cuenta dos
aspectos muy importantes: el primero es la eleccion de los portadores magnéticos
adecuados y el segundo es como dirigirlos hacia el objetivo. Esto Gltimo puede llevarse
a cabo mediante la aplicacion de un campo magnético externo o bien mediante un

implante magnético en el érgano diana (Fernandez-Pacheco et al. 2007).

1.3.2.1 Portadores magnéticos para liberacion local de farmacos

Debido a su biocompatibilidad y a sus propiedades magnéticas, las nanoparticulas de
magnetita y maghemita, son las mas utilizadas como portadores de farmacos. Una
posibilidad es utilizarlas encapsuladas en matrices organicas (Massart and Cabuil
1987)(Carmen Bautista et al. 2005) o inorganicas (Fernandez-Pacheco et al. 2006) (lo
que se conoce como nanoparticulas core-shell), almacenando el f&rmaco deseado en su
superficie, bien por adsorcién o bien mediante algun tipo de enlace quimico (Fernandez-
Pacheco Chicon 2008). Otra alternativa, es su uso en forma de nanocépsulas magnéticas,
donde los farmacos estan confinados dentro de una cavidad rodeada por una membrana
inorganica (Arruebo et al. 2006) o una capa bilipidica como en el caso de los liposomas

magnéticos (Gonzales and Krishnan 2005).

El uso de micro y nanoparticulas magnéticas para la administracion de farmacos ha
evolucionado desde sus origenes en los afios 70 (Arruebo et al. 2006). Los primeros
ensayos, se realizaron con particulas de tamafio micrométrico, usando eritrocitos
magnéticos para la entrega de farmacos citotoxicos (Zimmermann and Pilwat 1976), y
también microesferas de albumina magnética que encapsulan doxorubicina, un agente
de quimioterapia (Widder, Senyei, and Scarpelli 1978). En la década de los 80, se
desarrollaron diferentes estrategias para administrar diferentes medicamentos usando
microcapsulas y microesferas magnéticas (Kato et al. 1984)(Gupta and Rao
1989)(Widder et al. 1983)(Nakakuki 1986). En los 90 se desarrollaron técnicas para el
uso de microesferas de poli (acido lactico) biodegradables, que incorporaron magnetita
y el emisor B *Y para radioterapia dirigida, y se aplicaron con éxito a tumores
subcutaneos (Hafeli et al. 1995).
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A mediados de los afios 90, se comenzaron a utilizar nanoparticulas magnéticas en
modelos animales (LUbbe, Bergemann, Huhnt, et al. 1996). EI primer ensayo clinico en
fase | se realizd con pacientes con canceres avanzados y pre-tratados sin éxito,
utilizando nanoparticulas magnéticas cargadas con epirubicina (Lubbe, Bergemann,
Riess, et al. 1996). En este primer ensayo se descubri6 el mayor problema que tienen
las nanoparticulas magnéticas como portadores magnéticos: la mayoria acaban

localizandose en el higado, al ser atrapadas por los macréfagos.

El comportamiento de las nanoparticulas en el interior del organismo depende de varios
factores claves: la quimica de la superficie, el tamafio (incluido el del nucleo
magnético), el volumen hidrodindmico vy la distribucion de tamafio, y las propiedades

magnéticas, especialmente su momento magnético, remanencia y coercitividad.

La quimica de la superficie es muy importante para dificultar la accion del sistema
reticulo endotelial (RES) y evitar una eliminacion rapida por parte de los macréfagos
(Gaur et al. 2000). Dependiendo de su hidrofilicidad o hidrofobicidad, tras su
administracion, las nanoparticulas tienen méas probabilidad de ser absorbidas por el
sistema fagocitico mononuclear (MPS) y llevadas al higado, bazo y médula ésea. Las
nanoparticulas, por lo general, deben recubrirse con un compuesto neutro e hidrofilo,
que aumente la circulacién en sangre y permanencia en el organismo. Por otra parte,
cuando las nanoparticulas estan en el sistema circulatorio, las diferentes proteinas
(anticuerpos) del suero sanguineo, se unen a la superficie de la nanoparticula
(opsonizacién) de manera que aumenta su tamafio (Fernandez-Pacheco Chicon 2008).
Por norma general, las nanoparticulas con un tamafio mas grande tienen mayor toxicidad
que las pequefias y son detectadas antes por los macrofagos (Yin, Too, and Chow 2005).
En la figura 1.5 se representa la dependencia del tiempo de residencia de las
nanoparticulas en la sangre en funcion de su tamafio. Por ello muchas veces es
conveniente modificar la quimica de su superficie para evitar la opsonizacion. Ademas,
uno de los requerimientos mas importantes de las nanoparticulas magnéticas necesario
para aplicaciones médicas es la uniformidad de su tamafio o0 monodispersidad de la

distribucién de tamafos. Ademas, la eleccion de las nanoparticulas para una
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determinada aplicacion (que a su vez suele determinar la eleccion del método para su
sintesis) se hace en funcion de un parametro fisico (por ejemplo, la imanacion y la
susceptibilidad) y tener una dispersién de tamafios daria lugar a un rango de valores de

este parametro caracteristico.

Otro aspecto a evitar, porque puede dificultar su grado de aplicacion, es la aglomeracion
de las nanoparticulas. La formacion de aglomerados, muy comdn cuando las
nanoparticulas se transfieren a un medio liquido, no solo cambia el tamafio sino que
también puede cambiar su comportamiento. Esto es especialmente importante en el caso
de nanoparticulas magnéticas, ya que puede tener influencia, por ejemplo, en procesos
de absorcion de potencia en campos magnéticos a.c. (y por tanto en su aplicacion para
hipertermia magnética); o en su relajatividad (determinando su potencial aplicacion
como agente de contraste para imagen obtenida por resonancia magnética nuclear (Issa
and Obaidat 2016).

Todo esto pone de manifiesto la importancia de controlar el estado de agregacién de las
nanoparticulas. Esto, generalmente se hace modificando la superficie de la
nanoparticulas magnéticas, bien mediante la adicién de un recubrimiento (dando lugar
a las llamadas nanoparticulas core-shell), la adicién de tensioactivos o bien mediante
cambios en la carga superficial, lo que dara lugar a un radio hidrodindmico efectivo.
Estos procesos de funcionalizacidn llevan consigo la modificacion de la distancia entre
particulas individuales dentro del cluster, lo que afecta a sus propiedades fisicas. El
recubrimiento, por ejemplo, puede conducir una cierta ambigiiedad en la determinacion

de la imanacion.

Ademaés de depender de su tamafio y de las propiedades quimicas de su superficie, el
destino y la toxicidad de las nanoparticulas, depende de la dosis y via de administracion
al cuerpo (Neuberger et al. 2005). La forma de administracién puede ser oral o
parenteral (incluyendo administracion intravenosa, pulmonar, transdérmica, u ocular)
siendo las mas comunes la administracion oral y con inyeccion intravenosay, en el caso
de tratamiento de tumores cancerigenos, inyeccion directa en el tumor (Arruebo,

Fernandez-Pacheco, et al. 2007).
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Figura 1.5. Evolucion del tiempo de residencia en la sangre de las
nanoparticulas magnéticas en funcién del tamafio (figura modificada de
Arruebo, Fernandez-Pacheco, et al. 2007).

Las nanoparticulas magnéticas deben poseer una serie de propiedades para poder ser
administradas. Deben ser no toxicas, no inmunogenicas y, en el caso de administracién
intravenosa tienen que tener un tamafio que evite la formacién de trombos en los
conductos capilares. Cuando una nanoparticula magnética ingresa en el torrente
sanguineo, se activan una serie de respuestas que activan el sistema reticulo endotelial
(RES) que hacen activar a los monocitos para eliminar las nanoparticulas magnéticas al
higado, bazo y médula 6sea donde se encuentran células residentes (como las células
Kupffer en el higado) que capturan las nanoparticulas magnéticas antes de su

degradacion, si es posible.

Dependiendo de la biodegradabilidad y tamafio, algunas de las nanoparticulas
magnéticas presentes en los lisosomas de las células Kupffer, pueden incorporarse a la

bilis y ser eliminadas en las heces. Otras nanoparticulas magnéticas se filtran por los
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rifiones y se incorporan a la orina. En general, las nanoparticulas magnéticas mas
pequefias, estan sujetas a una rapida eliminacién renal, mientras que las mas grandes,
muestran una absorcion por el higado, el bazo y la médula dsea (Weissleder et al.
1990)(Bonnemain 1998)(Lu et al. 2006)(Gould 2006)(Mornet et al. 2004)(Fernandez-
Pacheco et al. 2006)(Vonarbourg et al. 2006). Las células eliminaran las particulas mas
grandes, capaces de ser fagocitadas (por los macréfagos o las células dendriticas),
mientras que las nanoparticulas magnéticas mas pequefias, se eliminan por las células
capaces de endocitarlas (como son los linfocitos B y T). Finalmente, si las
nanoparticulas magnéticas son biodegradables, sus productos de descomposicién, se

absorben por cualquier célula mediante pinocitosis.

En nuestros dias, se esta disefiado un amplio arsenal de materiales para superar los
problemas y barreras fisioldgicas y asegurar que los fArmacos alcancen sus objetivos
especificos (Chertok et al. 2013). Ademas, se conocen una gran variedad de métodos de
sintesis quimica y fisica para la preparacién de nanoparticulas magnéticas, con diversos

grados de control sobre sus propiedades.

1.4 Nanoparticulas magnéticas de hierro y carbono

En esta tesis se han estudiado tres tipos de nanoparticulas con el hierro y carbono como
constituyentes en comun. Estas nanoparticulas contienen respectivamente hierro
metalico (Fe®), magnetita (FesO4), y un carburo de hierro de composicion Fe2C,
elegidos por sus relevantes propiedades magnéticas. Todas ellas se han obtenido
mediante métodos de sintesis diferentes. Las nanoparticulas conteniendo Fe° y
magnetita son nanoparticulas de tipo core-shell y en cada caso su recubrimiento consiste
en una estructura diferente de carbono. Las nanoparticulas de carburo de hierro se han

obtenido mediante una carburacion de nanoparticulas de Fe°.

Para las aplicaciones que estamos buscando, en concreto para su aplicacion como
portadores de fArmacos las, nanoparticulas tipo core-shell tienen grandes ventajas frente
a las nanoparticulas no recubiertas: el recubrimiento puede elegirse de manera que

disminuya su toxicidad (Law et al. 2008), proporcione mayor biocompatibilidad y
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citocompatibilidad, y permita la conjugacion con otras moléculas bioactivas. Ademas,
el recubrimiento puede aumentar la estabilidad quimica preservando las propiedades del

material en el ndcleo (Sounderya and Zhang 2010)(Chatterjee et al. 2014).

La utilizacion de materiales organicos (como polimeros, liposomas, micelas) para
recubrir o encapsular los nucleos magnéticos presenta algunos inconvenientes en
comparacion con los recubrimientos inorganicos como silice o carbono. Ademas de su
mayor costo, los materiales organicos tienen una menor estabilidad quimica y mecanica
y SON propensos a variar su tamafio y contaminarse microbiolégicamente (Arruebo et
al. 2006). Respecto a los materiales inorganicos, aunque las ventajas del uso de la silice,
tanto en forma de nanoparticulas como de recubrimiento de nanoparticulas, son bien
conocidas (Yu, Malugin, and Ghandehari 2011)(Arruebo, Fernandez-Pacheco, et al.
2007), los materiales a base de carbono se han aplicado en medicina durante mas de
cincuenta afios en las areas cardiovascular, ortopédica y dental, como implantes
transcutaneos en los que se exigia su durabilidad a largo plazo (Bohem 1966)(Arru et
al. 1987)(Jockisch et al. 1992)(Vallana et al. 1993)(Blazewicz, Blazewicz, and Wajler
1994)(Carranza-Bencano et al. 2000). También se han utilizado, por ejemplo, en
cultivos in vitro para la proliferacion y regeneracion de células madre mesenquimales
multipotenciales (Bokros, Lagrange, and Schoen 1972)(Buttazzoni 1987)(Feng and
Andrade 1994)(Louis and Dabadie 1990)(Santis et al. 2000)(Blazewicz 2001)(Penalver
et al. 2009). En cuanto a la administracion de farmacos, uno de los primeros intentos de
utilizar nanoparticulas de hierro junto con carbon activado se remonta a finales de la
década de 1990 (Bittner et al. 1997)(Goodwin et al. 2001). Desde entonces, numerosos
grupos de investigacion estan trabajando en el uso de las mdltiples estructuras del
carbono en la nanoescala para esta aplicacion en particular (Kuznetsov et al. 1999)(Hua,
Bao, and Wu 2018)(D. Wang, Y. Ren, Y. Shao, D. Yu 2017).

Trabajos anteriores llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion en el campo de la
administracién de farmacos con nanoparticulas de hierro metélico recubiertas de
carbono, probaron su capacidad para adsorber y desorber doxorrubicina (un farmaco

guimioterdpico) in vitro y estudiaron la cinética de ambos procesos (Teresa et al.
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2005)(Fernandez-Pacheco et al. 2007). También se sintetizaron con éxito fluidos
magnéticos conteniendo nanoparticulas magnéticas recubiertas de carbono, que se
administraron in vivo de forma intravenosa en conejos de Nueva Zelanda (Fernandez-
Pacheco et al. 2007). Estos experimentos demostraron la idoneidad de estas
nanoparticulas magnéticas para ser concentradas en una region del organismo (en
concreto en un rifion del animal) colocando alli un implante magnético. Diferentes
estudios in vivo permitieron estudiar la biocompatibilidad de estas nanoparticulas y su
distribucién en el organismo (Marquina and Ibarra 2020)(Escribano et al. 2012), asi
como la potencialidad de estas nanoparticulas como agentes de contraste para
diagnostico mediante resonancia magnética (Marquina and Ibarra 2020). También se
llevaron a cabo experimentos similares con las mismas nanoparticulas en plantas vivas,
para estudiar la penetracion y transporte de las nanoparticulas in planta, y para explorar
la posibilidad de utilizar nuestras nanoparticulas para el suministro localizado de
pesticidas y biomoléculas de interés (Gonzalez-Melendi et al. 2008)(E. Corredor, P.S.
Testillano, M.-J. Coronado et al. 2009)(Cifuentes et al. 2010), en analogia con el
suministro localizado de farmacos guiando los portadores mediante un gradiente de

campo magnético.

Todos estos estudios han demostrado la buena calidad de nuestras nanoparticulas, tanto
desde el punto de vista de sus propiedades magnéticas (en particular su magnetizacion)
como en cuanto a su biocompatibilidad. Esto se debe principalmente al recubrimiento
de carbono que también protege el nicleo magnético evitando su oxidacion, evitando la
degradacion de sus propiedades magnéticas. A lo largo de los afios que han durado
nuestros estudios hemos comprobado que las nanoparticulas mantienen sus propiedades
magnéticas incluso en suspension acuosa, lo que sugiere que el recubrimiento de
carbono forma una capa continua no porosa alrededor del nucleo magnético. Nuestra
hipdtesis es que estas excelentes propiedades del recubrimiento de carb6n se deben a
las altas temperaturas alcanzadas (alrededor de 3000 °C) en el proceso de sintesis (en
un horno de descarga de arco mediante un procedimiento de sintesis fisica basado en el
método de Kratschmer-Huffmann para la produccién de fullerenos (Kratschmer et al.

1990). La alta temperatura obtenida con este método propiciaria la formacion de capas
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de grafeno en la interfaz de pasivacion del metal cuando se condensa en una atmoésfera

inerte.

Los prometedores resultados de nuestro estudio preliminar en el campo de la liberacion
de farmacos con nuestras nanoparticulas recubiertas de carbono (Teresa et al.
2005)(Fernandez-Pacheco et al. 2007) y la posibilidad que ofrecen como portadores
multifuncionales para aplicaciones in vivo han puesto de relieve la necesidad de un
estudio detallado de su citotoxicidad. Por otro lado, estudios recientes sobre nanotubos
de carbono han demostrado la importancia que tiene la aparicion de defectos en su
superficie sobre la degradabilidad bioguimica de estas nanoestructuras cuando se
encuentran dentro de macréfagos (Gonzalez-Lavado et al. 2018). Por lo tanto, también
es necesario profundizar en la investigacion del recubrimiento de carbono a nivel sub-
nanométrico y en las implicaciones que el recubrimiento puede tener sobre la viabilidad
celular. Con la idea de ahondar en este aspecto, en esta tesis doctoral también hemos
sintetizado nanoparticulas magnéticas recubiertas de carbono amorfo, lo que ha
permitido comparar este recubrimiento en forma de matriz de carbono altamente
defectuoso y con el recubrimiento en forma de capas concéntricas tipo grafeno. Una de
las desventajas del recubrimiento con carbono es que, debido a naturaleza hidrofobica
de su superficie, las nanoparticulas son rapidamente detectadas por el sistema del
reticulo endotelial (RES) (Blazewicz 2001), tal y como mostraron los experimentos
Ilevados a cabo en conejos de Nueva Zelanda. En este estudio se comprobd que, ain en
ausencia de implante magnético, las nanoparticulas se acumulaban mayoritariamente en
el higado del animal, quince minutos después de su administracion intravenosa. Por
ello, parte del trabajo desarrollado en esta tesis ha consistido en funcionalizar el
recubrimiento de las particulas con algin compuesto con grupos funcionales que eviten
la opsonizacién y que disminuyan el tamafio de los agregados que se forman cuando las
nanoparticulas estdn en medio liquido, y en consecuencia impedir la activacién del

sistema inmunoldgico.

Por su parte, tanto las nanoparticulas magnéticas de Fe,,C como sus predecesoras, las

nanoparticulas magnéticas de Fe® se utilizan desde hace mas de 10 afios como
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catalizadores metélicos de reacciones que tienen lugar a altas temperaturas (Lacroix et
al. 2009)(Meffre et al. 2011)(A Bordet et al. 2016)(Alexis Bordet et al. 2016). Las
nanoparticulas de Fe° poseen un elevado valor de imanacién de saturacion y también
altos valores de SAR. Al realizar una carburacion con una mezcla syngas de CO y H,
se obtienen las nanoparticulas de Fe;.C, que, cuando estan dispersas en mesitileno.
presentan un SAR mucho mas elevado que el de las nanoparticulas de Fe® (Me et al.
2012)(Alexis Bordet et al. 2016)(A Bordet et al. 2016), lo que hace de las nanoparticulas
de carburo unas buenas candidatas para ser utilizadas como agentes de calentamiento
para terapia mediante hipertermia magnética. Sin embargo, las nanoparticulas de
carburo de hierro son tdxicas y pueden causar dafios en tejidos y 6rganos. Ademas no
son estables al aire por lo que pierden sus propiedades magnéticas (Lacroix et al.
2009)(A Bordet et al. 2016)(Meffre et al. 2011)(Asensio et al. 2019). Por tanto, es
imprescindible un buen recubrimiento de los nlcleos magnéticos que evite todos estos
problemas y que permita ademas obtener suspensiones estables de estas nanoparticulas
en agua o en otro fluido biocompatible preservando sus excelentes propiedades
magnéticas. Asi pues, en esta tesis doctoral se ha dedicado un gran esfuerzo a la sintesis
de un polimero biocompatible que permita la futura utilizacion de las nanoparticulas de

Fe,,C para hipertermia magnética y otras aplicaciones en biomedicina.

1.5 Obijetivos de la tesis

El estudio de los tres tipos diferentes de nanoparticulas magnéticas de hierro y carbono
gue se presenta en esta tesis tiene como objetivo final su posible utilizacion como
portadores para el suministro de farmacos vectorizados magnéticamente; ademas, se ha
llevado también a cabo un estudio preliminar para explorar su utilizacién como agentes
de calentamiento para hipertermia magnética. De acuerdo con esto se han planteado los

siguientes objetivos:

- Estudiar a escala sub-nanométrica el recubrimiento de carbono de las nanoparticulas

Fe@C utilizadas previamente por el grupo de investigacion en experimentos in vivo.
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- Desarrollar un nuevo método de sintesis para obtener nanoparticulas magnéticas
recubiertas de carbono, que sea simple y escalable, para obtener una cantidad de

nanoparticulas mayor que la obtenida en la sintesis de las hanoparticulas de Fe@C.

- Realizar un estudio comparativo de la influencia del tipo de recubrimiento carbonoso

en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas obtenidas por ambos métodos.

- Obtener suspensiones de ambos tipos de nanoparticulas en medio acuoso, para su

utilizacion en experimentos in vitro y futuros experimentos in vivo.

- Estudiar la interaccion entre las nanoparticulas sintetizadas y células de distintas lineas
celulares para evaluar la toxicidad in vitro de las nanoparticulas. Este estudio se llevara
a cabo en macrd6fagos murinos, células murinas de microglia BV2, en células humanas
de céncer cérvico-uterino HelLa y también en células de pulmén y piel humanos
(seleccionadas por estar involucradas en la interaccién con las nanoparticulas por

inhalacién y contacto).

- Investigar la naturaleza de la capa de carbono y su papel en la biocompatibilidad de

las nanoparticulas.

- Estudiar la influencia del recubrimiento de carbono en la capacidad de adsorcion y

liberacion de un farmaco.

- Sintetizar y caracterizar un polimero orgéanico para funcionalizar nanoparticulas de
carburo de hierro de composicion Fe,,C, y obtener de suspensiones estables en medio

acuoso, para su futura utilizacion en hipertermia magnética.
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Capitulo I1: Materiales y métodos

En este capitulo se exponen los métodos desarrollados para la sintesis de las
nanoparticulas magnéticas estudiadas en esta tesis doctoral, que incluyen dos tipos de
nanoparticulas core-shell con diferente nicleo y diferente recubrimiento de carbono
(nanoparticulas Fe@C y Fe30,@C), y nanoparticulas de carburo de hierro Fe;,C. Se
detallan también los protocolos seguidos para la funcionalizacion de las superficies de
estas nanoparticulas. Asi mismo, en este capitulo se presentan las técnicas
experimentales utilizadas en la caracterizacion estructural, quimica y magnética,
prestando especial atencion al estudio de la absorcion de radiacion electromagnética en
suspensiones acuosas. Se describen también las técnicas utilizadas en los ensayos in-
vitro realizados para estudiar la internalizacion de las nanoparticulas en diferentes lineas
celulares y su citotoxicidad, asi como para estudiar la capacidad de estas nanoparticulas

para la adsorcion y desorcion de farmacos.
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2.1 Técnicas experimentales

2.1.1 Microscopia electronica de transmision (Transmission Electron
Microscopy, TEM)

Mediante la microscopia de transmision electronica, podemos obtener una detallada
caracterizacion morfoldgica y estructural a nivel sub-micrométrico de manera muy
detallada de nuestras nanoparticulas. La cantidad y calidad de informacion que podemos
obtener mediante esta técnica depende de cuatro parametros: el primero es el poder de
resolucion del microscopio, el segundo es la energia del haz de electrones, en tercer
lugar el espesor de la muestra (al menos siempre menor a 1 pum) y por dltimo la

composicion y estabilidad de la muestra (Goodhew 2011)

El equipo utilizado para la caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas
sintetizadas durante este trabajo ha sido un microscopio termoidnico LaBs 200 kV
Tecnai T20 (FEI Company), del Instituto de Nanociencia de Aragdon (INA, Universidad
de Zaragoza). Este microscopio trabaja a un voltaje de aceleracion de 200 kV. Para las
medidas de alta resolucién (HRTEM) se utilizé un microscopio FEI Tecnai F30 del
Laboratorio de Microscopias Avanzadas, Instalacion Cientifico Técnica Singular
situada en la Universidad de Zaragoza. El microscopio trabaja a 300 kV y esta equipado
con un filamento de emision y unas lentes objetivo SuperTwin®, dando una capacidad

espacial con una resolucion menor que 0,19 nm.

Las muestras se prepararon colocando una gota de la suspensién que contiene las
nanoparticulas (agua destilada en nuestro caso) en una microrejilla de cobre con
recubrimiento de carbono Holey. Cuando la muestra estd completamente seca (después
de la evaporacion del disolvente), se procede a la medida de la muestra en el
microscopio tomando imagenes en diferentes zonas de la microrejilla a diferentes

aumentos.

La microscopia electronica de transmision se ha utilizado también para estudiar la
internalizacion de las nanoparticulas en la linea celular de macréfagos murinos J774,

asi como la distribucion de las nanoparticulas en el interior de la célula. Estos ensayos
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se realizaron en el laboratorio de la Prof. Mdnica Lopez Fanarraga del Dpto. Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria (Santander).
Para ello se utiliz6 un microscopio Jeol JEM 1011. Las condiciones en las que se
realizaron los cultivos de los macréfagos J774 con las nanoparticulas Fe@C y
Fes0.@C, a partir de los cuales se obtuvieron los pellets para el analisis mediante TEM,

se describen en la seccion 2.4.3 Ensayos de viabilidad con células HeLay J774.

La preparacion de la muestra se llevé a cabo realizando cortes de 70 nm de espesor en
pellets de celulas, fijadas con adhesivo (Araldite) y con una disolucion 0,12 M de buffer
fosfato al 1% en glutaraldehido y lavadas con una disolucion 0,12 M de buffer fosfato.
Posteriormente, las células se vuelven a fijar con un buffer al 1% en tetradxido de osmio,
se deshidratan con acetona, y se sumergen en Araldite. Por Gltimo, se seccionan y se
tifien con citrato de plomo y acetato de uranilo (Gonzalez- et al. 2017)(Garcia-hevia et
al. 2016).

Un microscopio TEM, consiste en una columna en la que se encuentra la fuente que
emite un haz electrones que pasa a través de diferentes tipos de lentes magnéticas (lentes

condensadoras, lentes objetivo y lentes proyectoras).

El haz de electrones pasa en primer lugar por las lentes condensadoras, las cuales
desvian la trayectoria de los electrones formando un haz condensado que atraviesa la
muestra. Los electrones transmitidos son recogidos por las lente objetivo y después, al
pasar por las lentes proyectoras, se genera una imagen que es recogida en nuestro caso

es una camara CCD (Charge Coupled Device) al final de la columna.

La energia de los electrones incidentes es entre 200-300 kV pudiendo penetrar en la
muestra y asi se puede conseguir informacion de la morfologia, tamafio y cristalinidad

de la muestra.
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Imagen 2.1. Microscopio Tecnai T20.

2.1.2 Difraccion de rayos X

Las medidas de difraccion de rayos X se realizaron en el Servicio de Difraccion de
Rayos X'y Andlisis por Fluorescencia del Servicio General de Apoyo a la Investigacion
de la Universidad de Zaragoza. El equipo utilizado es un difractdmetro de polvo D-Max
Rigaku Ru300, provisto de un &nodo rotante de Cu. (ver imagen 2.2) El difractémetro
funciona a 40 kV y 80 mA y se utiliza un monocromador de grafito para seleccionar la
radiacion Cu Ka. Ademas, se utilizd un difractdmetro modelo PANalytical Empyrean
con anodo de Co (Aco=0.1789 nm), perteneciente del grupo del Profesor Bruno
Chaudret, en el Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-objets (LPCNO), del
CNRS-INSA-Université Paul Sabatier de Toulouse (Francia). El difractometro opera a
45 kV y 40 mA y se utilizo para la caracterizacion de las nanoparticulas de Fe (0) y de
Fe2-C (ver Capitulo VI: Propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de
hierro Fe2>C y su funcionalizacion) sintetizadas durante la estancia llevada a cabo en

dicho laboratorio.
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Mediante la difraccion de rayos X (X ray diffraction, XRD) se obtiene informacion
sobre los pardmetros de red de la estructura cristalina de un material y por tanto de las
diferentes fases cristalograficas presentes en la muestra, tanto en su aspecto cualitativo
como cuantitativo. Cada estructura cristalografica posee un patron de difraccion (o

difractograma) de rayos X caracteristico.

Imagen 2.2. Equipo Rayos X provisto de un difractdmetro D-Max

Rigaku, Ru300, con un anodo rotante de Cu.

Mediante la difraccion de rayos X podemos estimar el grado de cristalinidad del
material. Cuando la cristalinidad disminuye, los picos del difractograma de rayos X se
ensanchan. Midiendo la anchura correspondiente a una determinada reflexion dada por
los indices de Miller, podemos determinar el tamafio de los granos cristalinos en la
muestra (i.e., el tamafio de particula en el caso de sistemas nanoparticulados) (en A),

mediante la formula de Scherrer (ecuacion 2.1):

kA
Dpp = Bcoso (2.1)

donde k es una constante entre 0,8-1,39 (habitualmente, cercana a la unidad, 0,9) A es la
longitud de onda de radiacion (Acy= 1,54056 A), B es la anchura a media altura del pico
correspondiente a la reflexidn del plano correspondiente a los indices de Miller (medida

en radianes) que aparece en el angulo 20 del patron de difraccion (Patterson 1939).
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2.1.3 Caracterizacion magnética mediante medidas de imanacion

Las medidas de magnetizacion frente a un campo magnético a una temperatura dada nos
dan informacion sobre la respuesta de las nanoparticulas frente a un campo magnético.
En sistemas de tamafio nanométrico (por ejemplo en nanoparticulas) es también
particularmente interesante la medida de la magnetizacién en funcién del incremento de
la temperatura, después de haber enfriado la muestra en ausencia de campo magnético
(proceso Zero Field Cooling, ZFC) y después de haberla enfriado aplicando campo
magnético (proceso Field Cooling, FC). Estas medidas nos permiten estimar el tamafio
del nicleo magnético y la dispersién de tamafio, asi como calcular la temperatura de
bloqueo de la muestra (temperatura por encima de la cual nuestro material es

superparamagnético).

Para caracterizacion magnética de las muestras se han utilizado dos equipos diferentes
de medida con alta sensibilidad: un magnetémetro con deteccion SQUID
(Superconductor Quantum Interference Device) (perteneciente al Servicio de Medidas
Fisicas, del Servicio General de Apoyo a la Investigacién de la Universidad de
Zaragoza), y un magnetometro de muestra vibrante (Vibrating Sample Magnetometer,
VSM), del Instituto de Nanociencia de Aragon (INA) de la Universidad de Zaragoza.
La utilizacion de este tipo de magnetémetros es necesaria en el estudio del
comportamiento magnético de sistemas de nanoparticulas ya que por lo general se
trabaja con volimenes muy pequefios, lo que implica detectar momentos magnéticos

muy pequefios.

2.1.3.1 Magnetometria SQUID

Para la realizacion de las medidas de magnetizacion se ha utilizado un equipo SQUID
MPMS-XL, de Quantum Design (ver imagen 2.3). Es un equipo integrado, que consiste
en un iman superconductor en el interior de un bafio de helio que produce un campo
magnético axial de 0 a 5 Teslas y a temperaturas desde 1,8 a 400 K, junto a un

magnetémetro DC SQUID y un susceptometro AC. Las muestras se pueden medir tanto
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en sélido como en liquido. En el caso de suspensiones de nanoparticulas las muestras
liquidas se deben congelar, por debajo del punto de fusion del medio liquido para evitar
que las nanoparticulas roten en la direccion del campo magnético. En el magnetometro
DC la muestra se mueve con un movimiento periddico a lo largo de la direccion del
campo magnético en una serie de pasos utilizando un pequefio motor. Las variaciones
de flujo generadas por este movimiento periédico del momento magnético de la muestra
en el detector superconductor se transforman luego en voltaje, gracias al sensor SQUID.
Este voltaje es proporcional al momento magnético de la muestra problema. La
sensibilidad del magnetémetro utilizado en nuestros experimentos del orden de 107-10°

® emu, dependiendo del modo de operacién elegido.

Imagen 2.3. Magnetometro SQUID MPMS-XL, Quantum Design, del Servicio
de Medidas Fisicas, del Servicio General de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Zaragoza.
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2.1.3.2 Magnetdmetro de muestra vibrante (VSM)

La medidas de imanacion también se han llevado a cabo en un magnetémetro de muestra
vibrante (VSM). El equipo utilizado es un modelo 7400 de Lakeshore CRYOTRONICS
Company. Con él medimos el momento magnético de la muestra cuando vibra
perpendicularmente a un campo magnético uniforme creado entre las piezas polares de
un electroiman en las que estan colocadas las bobinas captadoras (ver esquema figura
2.1). Con este instrumento podemos detectar pequefios cambios de momento magnético
entre 10° hasta 10 emu (Foner 1959)(Jeng 2004). En nuestro caso las medidas se
realizan a temperatura ambiente y hasta un campo magnético méximo de 1.5 Tesla. La

sensibilidad del magnetémetro es del orden de 10-° emu.

3 Unidad de
vibracién

Detectores

Figura 2.1. Esquema equipo VSM.

En el equipo de VSM, la muestra se conecta a través de una varilla a una fuente de
vibracion. Cuando la muestra magnética vibra periddicamente en medio de las bobinas
captadoras se genera una variacion de flujo magnético, que induce un voltaje

proporcional al momento magnético de la muestra problema.
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Imagen 2.4. Equipo VSM modelo 7400 de Lakeshore CRYOTRONICS
Company, en el Instituto de Nanociencia de Aragéon (Universidad de
Zaragoza).

2.1.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja se lleva a cabo en un equipo Bruker VERTEX 70 (Bruker
2018), perteneciente al Instituto de Nanociencia de Aragén (INA) de la Universidad de

Zaragoza (ver figura 2.2 e imagen 2.5).

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica no destructiva que permite determinar
los grupos funcionales que existen en los diferentes compuestos quimicos presentes en
la muestra a analizar. Se basa en la interaccion entre la luz y la materia en la condicion
de resonancia que involucra la transicion mediada por dipolo eléctrico entre los niveles
de energia vibracional de las moléculas, como resultado de la absorcion de la radiacién

IR media.

Las bandas vibratorias infrarrojas se caracterizan por su frecuencia (energia), intensidad
(caracter polar o polarizacion) y forma de banda (entorno de enlaces). Dado que los
niveles de energia vibracional son Unicos para cada molécula, el espectro infrarrojo
proporciona una "huella digital" de una molécula en particular. Las frecuencias de estas
vibraciones moleculares dependen de las masas de los &tomos, su disposicidn
geométrica y la fuerza de sus enlaces quimicos. Los espectros proporcionan informacién

sobre estructura molecular, dindmica y entorno (Larkin 2011).
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Figura 2.2. Componentes equipo FTIR VERTEX 70 (ref: Bruker, 2018).

En una medida un haz de luz infrarroja pasa a través de la muestra, y se detecta la energia
absorbida por cada longitud de onda. Esto se realiza haciendo un escaner a través del
espectro con un haz monocromatico, el cual cambia la longitud de onda con el tiempo,
0 usando un instrumento con transformada de Fourier para medir todas las longitudes
de onda a la vez. De aqui podemos sacar una grafica de transmitancia o de absorbancia,
la cual nos permite ver a que longitudes de onda la muestra absorbe en el infrarrojo, y

de aqui deducir que grupos funcionales estan presentes en la muestra problema.

Imagen 2.5. Equipo FTIR VERTEX 70.
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2.1.5 Dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS)

Las medidas de dispersion dinamica de la luz (Dynamic Light Scattering, DLS) se
realizaron en el equipo Brookhaven Instruments 90 plus Nanoparticle Size Analyzer,

del Instituto de Nanociencia de Aragon (INA, Universidad de Zaragoza).

Esta técnica hace uso de la dispersion de la luz por parte de las particulas en un fluido y
nos permite obtener el radio hidrodindmico de las particulas. Esta dispersion depende
de la temperatura del fluido, la viscosidad y el tamafio de particula. La estimacion del
tamafio hidrodindmico de particula se obtiene a partir del andlisis del movimiento
Browniano de las particulas haciendo uso de la espectroscopia de correlacion fotonica

(Photon Correlation Spectroscopy, PCS).

Cuando las particulas se dispersan en un liquido, se mueven al azar en todas las
direcciones. El principio del movimiento browniano es que las particulas interaccionan
con las moléculas de solvente. Estas colisiones provocan que se transfiera una cierta
cantidad de energia, lo que induce el movimiento aleatorio de las particulas suspendidas
que se difunde a través de la solucion. La transferencia de energia es mas o menos
constante y, por lo tanto, tiene un mayor efecto en las particulas mas pequefias. Como
resultado, las particulas mas pequefias se mueven a velocidades mas altas que las
particulas mas grandes. Si se conocen la viscosidad y temperatura del medio liquido
(parametros que influyen en el movimiento de las particulas), se puede determinar el
didmetro hidrodindmico midiendo la velocidad de las particulas (“The Principles of
Dynamic Light Scattering” 2017)(*“1SO 22412-Particle Size Analysis — Dynamic Light
Scattering (DLS)” 2017)(Torres Molina 2015)(Fernandez-Pacheco Chicon 2008).

La relacidn entre la velocidad de las particulas y el tamafio de particulas viene dado por
la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacién 2.2). La velocidad de las particulas viene dada
por el coeficiente de difusion traslacional (D). Ademas, la ecuacion incluye la
viscosidad del disolvente y la temperatura porque ambos parametros influyen

directamente en el movimiento de las particulas.
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En una disolucion con una viscosidad n dada, a una temperatura constante T, el
coeficiente de difusion (D) es inversamente proporcional al tamafio de particula, D,

como se observa en la ecuacion 2.2:

kT
- SﬂnDh

(2.2)

donde kg es la constante de Boltzmann. Dy es el tamafio hidrodindmico, que es el tamafio
de la particula solvatada por las moléculas del liquido en el fluido.

Imagen 2.6. Equipo DLS Brookhaven Instruments 90 plus Nanoparticle Size
Analyzer.
La espectroscopia de correlacion fotonica (PCS) se basa en medir las fluctuaciones de
la dispersion de una luz laser cuando esta ilumina una muestra de nanoparticulas. Estas
fluctuaciones se traducen en cambios de la intensidad de la luz. Para calcular el
coeficiente de difusion traslacional, y por tanto el tamafio de particula, a partir de los
cambios en la intensidad de la luz, esta sefial debe ser transformada mateméticamente
haciendo uso de la llamada funcién de autocorrelacion (Auto Correlation Function,
ACF). La funcion de autocorrelacion es una descripcion matematica de las fluctuaciones
de la luz dispersada. Para hacer ello, la intensidad de la luz dispersada en un momento
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t se compara con la intensidad de la misma cantidad de intensidad desplazada por el

tiempo de retardo 1 (figura 2.3).

Estos célculos, se realizan a tiempo real y se representan en funcion de una escala
logaritmica de tiempo. Todas las medidas acumuladas, se utilizan para ajustar la funcion
de correlacion. El coeficiente de difusion se determina, por tanto, a partir de estas
medidas y el didmetro hidrodinamico (es decir, el tamafio de particula) se obtiene
mediante la ecuacion Stokes-Einstein (ecuacion 2.2) (“The Principles of Dynamic Light
Scattering” 2017)(“1SO 22412-Particle Size Analysis — Dynamic Light Scattering
(DLS)” 2017).

G,
Recorded Wi
Shifted G
e
MMW i

Figura 2.3. Intensidad de la luz (izquierda) en funcion del tiempo, y funcion de
correlacion (derecha) (ref. The principles of dynamic light scattering, 2017).

2.1.6 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman y Micro-Raman es una técnica muy adecuada para la
caracterizacién de materiales. En primer lugar, es una técnica no destructiva que
proporciona informacion estructural y electronica de un material con alta resolucién y
de manera rapida. Por ello es la técnica ideal para la caracterizacion del grafeno y de
una amplia variedad de estructuras de carbono (Ferrari and Basko 2013)(Landsberg and
Mandelshtam 1928)(Raman and Krishnan 1928). En esta tesis doctoral, la
espectroscopia Raman se ha utilizado para la caracterizacion del recubrimiento de las
nanoparticulas sintetizadas, antes y después de su funcionalizacion. Se ha utilizado
también para analizar el recubrimiento de las nanoparticulas una vez que han sido

internalizadas por células de la linea de macr6fagos murinos J744.
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El equipo donde se han realizado las medidas de espectroscopia Raman para la
caracterizacion del recubrimiento de las nanoparticulas sintetizadas, antes y después de
su funcionalizacidn, ha sido un equipo Raman Confocal Alpha 300 M+ de WITec en el
Instituto de Nanociencia de Aragon. Las medidas, se han llevado a cabo con un laser de
532 nm, a una intensidad de 0,5 mW, realizando 25 acumulaciones por medida, durando
3 segundos cada acumulacion. Los componentes del equipo, se muestran en la figura
2.4 (WITec 2018).

Las medidas de espectrocopia Raman en co-cultivos de nanoparticulas y macréfagos
J774, se realizaron en un espectrometro Raman (T64000) Infraestructura MALTA
CONSIDER de la Universidad de Cantabria que dispone de un laser de 514 nm,
operando a una intensidad de 3 mW, realizando 3 acumulaciones por medida, durando
30 segundos cada acumulacion. Estas medidas se realizaron en el marco de la
colaboracion con el Prof. Jesis Gonzalez del Departamento de Ciencias de la tierra 'y
Fisica de la Materia Condensada de la Universidad de Cantabria. La preparacion de
las muestras para estos experimentos se describe en la seccion 2.4.3 Ensayos de

viabilidad con células HeLa y J774.
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Figura 2.4. Componentes principales del equipo Raman Confocal Alpha 300
M+ de WITec (ref: WITec Alpha300 Series).
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La espectroscopia Raman se basa en el proceso ineléstico de dispersion de la luz por
parte de la muestra irradiada, a diferencia de la dispersién de Rayleigh, que es un
proceso de colision eléstico. El scattering Raman es mucho menos probable que la
dispersion de Rayleigh, y se debe a la dispersion ineléstica de los fotones por los fonones
(Landsberg and Mandelshtam 1928)(Raman and Krishnan 1928)

La dispersion Raman puede clasificarse en dos tipos, Stokes y anti-Stokes (ver figura
2.5). En la dispersién Raman Stokes, los fotones incidentes pierden parte de su energia
en el proceso de interaccion con la muestra y la radiacion dispersada es de una
frecuencia inferior que la de la radiacion incidente dando lugar a una excitacion
vibracional (creacion de fonones en sdlidos). Como la muestra debe recobrar su estado
estacionario, ésta diferencia de energia se emite en forma de fotones. En la dispersion
Raman anti-Stokes, los fotones inciden en la muestra cuando esta se encuentra en un
estado vibracional excitado y después de esta interaccion el sistema vuelve al estado de
equilibrio; entonces el foton emitido adquiere una energia mayor que la inicial (en este
proceso en sélidos, se destruyen fonones cuya energia es la diferencia entre las energias
de la radiacién dispersada e incidente). (Ferrari and Basko 2013)(Landsberg and
Mandelshtam 1928)(Raman and Krishnan 1928).

Energia :r;e;lenerga _________________________________________________________
alta i ememe e i S O [ RO S,
N ' N . )
o Luz dispersada Luz dispersada Luz dispersada
Luz incidente Rayleigh Raman Stokes Raman Anti-Stokes

Energia nivel vibracional

O MNW B

baja Nivel minimo

Figura 2.5. Diagrama de los procesos de dispersion Rayleigh y Raman: a)
Dispersion Rayleigh, b) Dispersion Raman Stokes y ¢) Dispersion Raman Anti-
Stokes (ref: Xu, 2018).

Los procesos Raman Stokes son mas probables que los anti-Stokes (Yu and Cardona
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2005), por lo que lo mas usual en un espectro Raman es representar la intensidad de la
luz dispersada frente a lo que se conoce como desplazamiento Raman (Raman shift, en

cmt) (Ferrari and Basko 2013). Este se determina como:

Raman shift = ( )x 107 (2.3)

Aincidente 1 dispersion
donde la A incidente y la A dispersién es la longitudes de onda (en nm) de la luz
incidente y de la dispersada, respectivamente. Esto hace que en un espectro, el
desplazamiento Raman (Raman shift) sea normalmente independiente de la longitud de

onda incidente.

El anélisis de los procesos Raman nos proporciona por tanto informacién acerca de los
estados vibracionales de un material. Cuando la longitud de onda de los fotones
incidentes se encuentra en el rango entre el infrarrojo (IR) y el ultravioleta (UV), esta
energia es grande en comparacion con la energia de los fonones (Born and Huang 1954).
Por ello el principal mecanismo de dispersion necesita de estados intermedios, lo que
implica excitaciones electronicas, en lugar de un acoplamiento directo foton-fonon. Por
lo tanto, la espectrocopia Raman puede también dar informacion acerca de los estados
electronicos (Ferrari and Basko 2013)(Basko, Piscanec, and Ferrari 2009)(Faugeras et
al. 2010).

Durante la caracterizacién mediante espectroscopia Raman, se detecta la luz dispersada
por la muestra analizada, y el correspondiente espectro Raman obtenido nos da
informaciéon acerca de las vibraciones moleculares caracteristicas de la estructura del
material analizado (Z. Xu et al. 2018).
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Imagen 2.7. Equipo Raman Confocal Alpha 300 M+ de WiTec.

2.1.7 Coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR)

La capacidad de una suspension de nanoparticulas magnéticas para generar calor a partir
del acoplamiento magnético entre el momento magnético de las nanoparticulas y un
campo magnético alterno aplicado viene dada por coeficiente de absorcion especifico
de potencia (Specific Absorption Rate, SAR). Dicho coeficiente da cuenta de la energia
absorbida por unidad de masa de las particulas magnéticas, que luego es transferida a la
suspension, elevando su temperatura. Para realizacion de la medida de este coeficiente
se ha utilizado un equipo DM1 de la serie DM100, de la empresa nB Nanoscale
Biomagnetics, (Espafia), como el mostrado en la imagen 2.8 y cuyos componentes se
muestran en la figura 2.6. Este equipo permite aplicar campos magnéticos desde 5 a 300
Gauss a diferentes frecuencias, desde 229 a 828 kHz. El SAR se determina a partir del
incremento de temperatura de la suspension, medida durante un cierto intervalo de

tiempo.
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Imagen 2.8. Equipo DM1 de la serie DM100, de la empresa nB Nanoscale
Biomagnetics, en el laboratorio del Instituto de Nanociencia de Aragon (INA,
Universidad de Zaragoza).

Para la medida la suspension de nanoparticulas se introduce en un vial de 1 mL que se
coloca en el centro de la bobina generadora de campo magnético, en una cavidad en la
que se hace vacio (107 mbar) para aislar la muestra de las variaciones de temperatura
del exterior. Un termémetro de fibra optica se coloca en el centro del vial para medir la
temperatura de la muestra durante un cierto intervalo de tiempo. Antes de cada medida

s necesario esperar unos segundos para estabilizar la temperatura inicial de la muestra.

El SAR se calcula a partir de la potencia (P) absorbida por unidad de masa de
nanoparticulas, a partir del incremento de temperatura (AT) producido por una masa de
particulas (mwne), diluidas en una cierta masa de liquido (miig), durante el intervalo de
tiempo (At) que dura el experimento. La expresion del SAR viene dada por la ecuacion
2.4:

P
SAR = =
Mpyp Mpyp

My1gCLig + MypCnp <AT> (2.4)

At

donde ciiq Y Cnp SON las capacidades calorificas del liquido y de las nanoparticulas
utilizadas, respectivamente. Como la concentracion de las nanoparticulas es,

normalmente, menor que 1% en peso, la ecuacion 2.4 se puede aproximar a:
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_ CL1Q6L1Q AT
SAR = Heue (2) (2.5)

donde &iiq y @ son la densidad del liquido y la concentracion de las nanoparticulas,

respectivamente (Gonzalez-Fernandez et al. 2009).

;
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Figura 2.6. Seccidn de un aplicador DM con los detalles sobre el equipamiento
(ref: Nanoscale Biomagnetics).

2.1.8 Potencial Z

Las medidas de determinacion del Potencial Z se realizaron en el equipo Brookhaven
Instruments 90 plus Nanoparticle Size Analyzer del Instituto de Nanociencia de Aragon

(INA, Universidad de Zaragoza).

El potencial zeta es una propiedad fisica que se utiliza para medir la carga de cualquier
particula en suspension o macromolécula. Se puede utilizar para optimizar la
composicion de las suspensiones, emulsiones y disoluciones proteicas, prediciendo las
interacciones con la superficie, y optimizando la formacién laminas y recubrimientos.
Puede también usarse como guia para optimizar la estabilidad de las particulas, ya que
la medida dada por el potencial zeta nos da una indicacién de la estabilidad potencial
del sistema coloidal. Si todas las particulas en suspension tienen un potencial zeta muy
negativo o muy positivo, éstas van a tender a repelerse disminuyendo la tendencia de

las particulas de juntarse. Sin embargo, si las particulas tienen un potencial zeta
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pequefio, las particulas no van a tener tendencia a repelerse sino a aglomerarse y

flocular.

Los valores que determinan si una suspension es estable o no estable estan entre los +30
mV y los -30 mV. Las particulas con un potencial zeta mayor a estos valores, se les
considera estables. Sin embargo, si las particulas tienen una densidad mayor que el
liquido en el que estan dispersas, aunque estén bien dispersas, lo haran formando un
sedimento. El potencial zeta depende tanto de la naturaleza del liquido en el que las
nanoparticulas estan dispersas como de la superficie del material. Por tanto para cada
valor de potencial zeta se debe precisar en qué liquido se esta realizando la medida. Los
factores que mas afectan al potencial zeta son: el pH, la conductividad y la

concentracién, en nuestro caso, de nanoparticulas (Limited 2011).

2.1.9 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X. (X-ray Photon
Spectroscopy, XPS)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) se ha utilizado para estudiar la

composicion de las distintas nanoparticulas sintetizadas en esta tesis.

La espectroscopia de fotoelectrones inducidos por rayos X, también llamada
espectroscopia electronica para analisis quimico, (Electron Spectroscopy for Chemical
Analysis, ESCA), es unatécnica de caracterizacion que proporciona informacion acerca
del estado quimico y la estructura electronica de los elementos que existen en un

material.

Esta técnica, desarrollada por el fisico sueco K. Siegbahn, se basa en el efecto
fotoeléctrico, fendmeno por el cual un haz de fotones de suficiente energia incide en un
material y provoca la emisién de (foto) electrones (fotoemision). En concreto, la
espectroscopia XPS consiste en excitar los electrones en niveles méas internos de los
atomos con la energia suministrada por un haz de rayos-X. La energia de los

fotoelectrones emitidos proporciona informacion sobre la energia de los niveles
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electronicos entre los que ha tenido lugar la transicion y, por tanto, sobre la naturaleza
de cada 4&tomo emisor (Skoog, Holler, and Crouch 2007). La energia cinética (Ex) del

foto-electron emitido viene dada por la relacion de Einstein:
EK = hV - EB (26)

donde hv es la energia de radiacion incidente y Eg es la energia de enlace del electrén

en un determinado nivel de energia. A su vez Eg puede expresarse en funcion de:
EB :EI_EF (27)

Donde E; y Er es la energia total del estado inicial (neutro) y final (ionizados)
respectivamente. Analizando la energia de los fotoelectrones emitidos al irradiar una
determinada muestra se obtiene un espectro con una serie de picos que corresponden a
la energia de enlace caracteristica de cada elemento quimico constituyente. Las areas de
cada pico se usan para determinar la composicion quimica del material. Como la forma
de cada pico y la energia de enlace dependen del estado de valencia del electron emitido,
la técnica de XPS nos proporciona también informacion sobre los enlaces quimicos. La

técnica de XPS es aplicable s6lo para &tomos mas pesados que el helio.

Los experimentos se realizaron en un equipo Axis Ultra DLD (Kratos Tech.) del
Instituto de Nanociencia de Aragon (Universidad de Zaragoza). En la figura 2.7 se
representa un esquema de un equipo de XPS. En general, este consiste en un
espectrometro de ultra-alto vacio (UHV). La fuente de rayos X utilizada dispone de un
anodo de aluminio Mono Al Ko 120 W (8 mA, 15 kV,hv = 1486,6 eV) que suministra

un haz monocromatico (Diplas 2013)(Manchester et al. 2013).
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Figura 2.7. Esquema equipo XPS (ref: Casa-XPS, 2013).

La energia de los fotoelectrones se determina mediante un analizador electrostatico, y

los fotoelectrones se detectan con un detector multicanal, con una placa microcanal.

2.1.10 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS)

Esta técnica se basa en la absorcion de radiacion ultravioleta—visible por las moléculas
de un determinado compuesto quimico. Cuando se produce la absorcion de luz
ultravioleta, se produce una excitacion de los electrones desde el estado fundamental
hasta un estado de mayor energia. Esta energia absorbida es igual a la diferencia de
energia entre el estado de mayor energia y el estado fundamental, que son caracteristicos
de la estructura de las moléculas de dicho compuesto quimico. De esta manera, la
absorcion ocurre para ciertas longitudes de onda o frecuencias de la radiacion por lo que

cada sustancia quimica posee un espectro caracteristico de absorcién.

La espectrofotometria de ultravioleta visible se basa en que cuando una radiacion
monocromatica pasa a través de una disolucién que contiene una sustancia absorbente,
la disminucién de la intensidad de la luz es proporcional a la concentracién de la

disolucion y la radiacién incidente.
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Esto se expresa mediante de la Ley Beer-Lambert segun la siguiente ecuacién:
a=(2) = e (2.8)

donde A representa la absorbancia, I, es la intensidad de la luz que incide sobre la
muestra, I es la intensidad de la luz después de atravesar la muestra, ¢ es la
concentracién de la especie absorbente, [ es la longitud de la celda de medida y € es la

capacidad de absorcién molar.

De la ley de Beer-Lambert se puede deducir que cuanto mayor sea el nimero de
moléculas que son capaces de absorber la luz a una determinada longitud de onda,

mayor sera el grado de absorcion de la luz (Choudhary 2017).

La espectroscopia de ultravioleta visible se ha utilizado para la determinacion de la
cantidad de hierro en el nicleo de las nanoparticulas de Fe;0.@C y de las
nanoparticulas funcionalizadas. Para ello, se coloca la muestra entre el haz de luz y el
fotodetector y la intensidad de la luz UV/Visible se mide antes y después de pasar por

la muestra, y asi obtenemos el espectro de extincion en funcidon de la longitud de onda.

En cada experimento se debe medir con anterioridad un blanco que consiste en los
mismos disolventes en los que se va a diluir la muestra, para eliminar los posibles
problemas e interferencias que el disolvente pueda dar. La concentracion de hierro se
ha determinado tras disolver la muestra de nanoparticulas en &cido clorhidrico (HCI)
para oxidar todo el hierro a Fe*. Tras esto se afiade una disolucion de 1,5 M de KSCN
para formar un complejo hierro-tiocianato, que tiene una fuerte absorbancia a 478 nm.
La concentracion de hierro se determina comparando el valor obtenido de la muestra en
absorbancia, frente a una curva de calibracion (Adams 1995). Las medidas de
espectroscopia de ultravioleta-visible se realizaron en un espectrofotometro Uv-Visible
Shimadzu UV 1280, del Instituto de Nanociencia de Aragén (INA-Universidad de

Zaragoza).
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Imagen 2.9. Equipo UV/Vis Shimadzu UV 1280.

2.1.11 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El contenido en hierro de las nanoparticulas de Fe..C se determind mediante anélisis
termogravimétrico, en un equipo TGA/DSC 1 STAR del Laboratoire de Physique et
Chimie des Nano-Objets (LPCNO) de la Universidad Paul Sabatier de Toulouse
(Francia) en el marco de colaboracion con este grupo. El equipo tiene un sistema
equipado con una microbalanza UMXS5, un controlador de flujo de gas GC200 y
sensores DTA y DSC. Un diagrama tipico de las partes que componen un equipo de
TGA es el que se puede observar en la figura 2.8 (Jirgen Buschow et al. 2001).

El analisis termogravimétrico consiste en la determinacion de la masa de una muestra
(desde miligramos hasta gramos) a una temperatura constante o que varia linealmente
en una atmosfera dada. En el equipo utilizado la temperatura de medida puede variar
desde temperatura ambiente hasta temperaturas superiores a los 2700 K.
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Figura 2.8. Esquema equipo TGA (ref. Jirgen Buschow et al. 2001).
En un experimento se mide el peso de la muestra en funcion del tiempo y de la

temperatura aplicada en las condiciones atmosféricas fijadas. Mediante TGA podemos

observar cambios en la masa en la muestra del orden de microgramos,

2.1.12 Espectrometria de emision atomica con plasma acoplado por
induccion (ICP-OES)

El contenido en hierro del nicleo de las nanoparticulas de Fe@C se ha determinado
mediante la técnica de ICP-OES en un equipo Spectroblue de la casa Ametek (Modelo
Spectroblue-EOP-T1 FMT26) del servicio de andlisis del Instituto de Carboguimica de

la Universidad de Zaragoza.

La técnica ICP-OES es una técnica de analisis multielemental que utiliza una fuente de
plasma de acoplamiento inductivo para producir la excitacién de los electrones de un
determinado elemento quimico a niveles de energia superiores. Tras dicha excitacion,
los electrones regresan a su estado inicial, emitiendo radiacién con una longitud de onda
caracteristica para cada elemento. La intensidad de la luz emitida es proporcional al

nimero de 4&tomos de dicho elemento (Aylén 2016).
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Imagen 2.10. Equipo Spectroblue de la casa Ametek para el anélisis ICP-OES
(ref: Aylon 2016).

Para la determinacion de hierro en muestras en polvo de nanoparticulas se les somete a
una fusion con peréxido de sodio y posterior disolucién con HCI concentrado. Tras estos
pasos, se realiza la medida de la concentracion en hierro por espectroscopia de emision

atémica en el equipo ICP-OES.

2.1.13 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones (*H RMN), se utiliz6
para la caracterizacion del polimero catecol-(CH.)s-PEG sintetizado para la
funcionalizacion de las nanoparticulas Fe,>C. Dicha caracterizacion se llevé a cabo en
diferentes espectrémetros de resonancia magnética nuclear. EI primero de ellos es un
espectrometro Bruker Avance DPX que opera a 250 MHz (5,8 T). Dispone una sonda
QNP H/BC/®FPP con intercambiador automatico y posibilidad de temperatura
variable (Barcelona and Nuclear 2020). Otro equipo es un espectrometro Bruker Avance
DPX que opera a 360 MHz (8,4 T), equipado con una sonda de banda amplia, por lo
gue es particularmente interesante tanto para la caracterizacion de moléculas organicas
como inorganicas, y en particular con niicleos poco comunes como: 8Li, “Li, **N, #Na,

29Gj, 31p, 1%pt, Ofrece también la posibilidad de realizar experimentos a diferentes
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temperaturas (Barcelona and Magnética 2020). Ambos equipos pertenecen a la
Universidad Auténoma de Barcelona (UAB) y se utilizaron en el marco de la
colaboracion con los Profesores Fernando Novio y Félix Busque, del Instituto Catalan
de Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) y de la Universidad Auténoma de Barcelona.
Por ultimo, se utiliz6 también un espectrometro Bruker AVANCE 400 MHz de dos
canales equipado con una sonda QNP (**C-*F-3!P/*H) y con un dispensador de muestras
automatico del Servicio de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto de Sintesis
Quimica y Catalisis Homogénea (ISQCH) de la Universidad de Zaragoza (Zaragoza
2020). El equipo se muestra en la imagen 2.11.

Imagen 2.11. Equipo Bruker AVANCE 400 MHz del Servicio de Resonancia
Magnética Nuclear del Instituto de Sintesis Quimica y Catalisis Homogénea
(ISQCH) de la Universidad de Zaragoza (ref: Zaragoza, 2020).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear permite el estudio de la estructura
molecular a partir del estudio de la interaccion de un campo electromagnético oscilante
de radio frecuencia con los nicleos atdmicos cuando estan sometidos a un fuerte campo
magnético externo. Se comenzo a desarrollar a mitad del siglo XX y se utiliza para
determinar las estructuras de los compuestos organicos. Esta técnica permite estudiar
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ndcleos atdmicos con un nudmero impar de protones, neutrones o de ambos. Estos
nucleos son magnéticamente activos, es decir, tienen un momento magnético distinto

de cero, caracterizado por su nimero de spin nuclear (Macomber 1998).

La aplicacién de un campo magnético da lugar a que el estado fundamental de los spines
nucleares se desdoble en dos niveles entre los cuales existe una diferencia de energia

proporcional al campo magnético aplicado.

Cuando se irradia una muestra con una onda electromagnética (en este caso en la banda
de radiofrecuencias) de energia igual a la diferencia entre los niveles (condicion de
resonancia), los spines en el estado de mas baja energia son excitados al estado de mayor
energia, absorbiendo la energia de la onda electromagnética que es captada por el
detector del espectrémetro, lo que da lugar a la aparicion de un pico en el espectro RMN.
Representando estas sefiales en una grafica de intensidad frente a frecuencia se obtiene
el llamado espectro de RMN. Cuando los spines vuelven a su estado inicial se libera

esta energia.

En funcion del nlcleo analizado (*H/*3C/*°F/*'P), la resonancia se da a diferentes
frecuencias y el pico va a aparecer en diferentes posiciones. Dependiendo del entorno
guimico del nudcleo las sefiales emitidas no aparecen exactamente a la frecuencia de
resonancia, sino desplazadas una cantidad que se conoce como desplazamiento quimico.
Esto es debido a que los protones de los ndcleos estan apantallados por los electrones
de su entorno. Por ello en el espectro de RMN la intensidad se representa en funcion del
desplazamiento quimico, en partes por millon (ppm o 8). Ademas, si un nacleo dado
tiene en su entorno otros nucleos iguales que él, la sefial se va a desdoblar, apareciendo
dobletes, tripletes etc. separados una distancia caracteristica conocida como constante
de acoplamiento. Por tanto, un espectro de RMN, muestra las diferentes sefiales a
diferentes frecuencias correspondientes a los grupos funcionales de la molécula, dando
una informacién detallada sobre la estructura molecular, mucho mas precisa que la
obtenida por otras técnicas (Macomber 1998)(Peter, Vollhardt, and Schore 2005).
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2.1.14 Citometria de flujo

Los ensayos de viabilidad celular con células de las lineas HeLa y J774 se realizaron en
un equipo de citometria de flujo Becton Dickinson FACS Cantoll y los resultados fueron
analizados por el software FACS Diva (Becton Dickinson, NJ, USA). Los experimentos
se realizaron en los laboratorios del grupo de la Prof. Ménica Lopez Fanarraga del Dpto.
Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria

(Santander) en el marco de colaboracién con este grupo.

La citometria de flujo es una técnica utilizada en muy diversas aplicaciones en Biologia
y Biomedicina, como por ejemplo en estudios de inmunofenotipo (estudio de proteinas
de membrana expresadas por las células), analisis de ADN, viabilidad y proliferacién
celular, contaje de células, entre otras. Permite obtener informacién a partir de un
estudio individualizado de un gran nimero de células (entre 500 y 1000) que por tanto
serdn una muestra lo suficientemente representativa del conjunto poblacional.
Basicamente consiste en que la suspension de células a analizar se hace pasar a través
de un pequefio orificio, de modo que cuando salen lo hacen una a una formando parte
de una corriente continua o flujo cilindrico. Este pasa a través de uno o varios rayos
laser cuya dispersion y reflexién se analiza a diferentes angulos y emisiones de

fluorescencia.

Un citometro de flujo consta de tres partes como el que se muestra en la figura 2.9: la
primera parte consta de un sistema de fluido unitario que permite el paso de células una
a una; la segunda es una fuente de excitacion y un sistema de emision Optica formado
por un laser, detectores y espejos reflectores que llevan la sefial hasta la tercera parte,
un sistema electrénico que digitaliza la sefial para ser analizado con un software
informatico especifico (Picot et al. 2012)(Madrid 2020).
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Figura 2.9. Esquema bésico de un citometro de flujo (ref. Citometria de flujo
CNB).

Mediante citometria de flujo se puede estudiar el ciclo celular, representando la cantidad
de ADN por cada célula o fragmento de ésta que pasa por el detector frente al nimero
de eventos contados por el citometro. Esta técnica se ha utilizado para determinar el
bloqueo en la proliferacion celular (el contenido de ADN por célula se duplica durante
el ciclo celular) y también para cuantificar el contenido fraccional de ADN (pico "sub-
Go"), indicativo de apoptosis (Villegas et al. 2014). De esta manera se obtienen los
perfiles de ciclo celular mediante los cuales se ha estudiado la citotoxicidad de las
nanoparticulas sintetizadas esta tesis, que se describen con més detalle en el capitulo
dedicado a los experimentos in vitro. Las condiciones en las que se realizaron los
cultivos de las células con las nanoparticulas para este estudio de viabilidad celular, se

describen en la seccion 2.4.3 Ensayos de viabilidad con células HeLa y J774.

La citometria de flujo se realizd en una suspension de células fijadas, tefiidas con
Hoechst, un colorante que produce una tincion cuantitativa de ADN. El andlisis en el
equipo Becton Dickinson FACS Cantoll se realiz6 en un promedio de 10.000 células

por medicion.
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2.2 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de las nanoparticulas magnéticas se ha realizado por dos métodos diferentes,
método fisico y método quimico, para obtener diferentes tipos de particulas, con
caracteristicas y propiedades diferentes. La sintesis de las nanoparticulas por el método
fisico (nanoparticulas core-shell: Fe@C) se ha realizado por el método de top-down.
Mediante este método se parte de un blanco (grafito y Fe) que es sometido a una elevada
temperatura mediante un plasma de He. El material del blanco se sublima y en proceso
de condensacion se forman nanoparticulas de Fe en una matriz de carbono. Las
nanoparticulas obtenidas presentan una dispersion de tamafios dificil de controlar. Los
procedimientos quimicos siguen el método bottom-up. Mediante la realizacion de
reacciones quimicas se obtienen nanoparticulas (por ejemplo las nanoparticulas

Fes0.@C) con un buen control de su tamafio y composicion (Cornejo 2015).

2.2.1 Sintesis de nanoparticulas de Fe@C

La sintesis de nanoparticulas de hierro recubiertas de carbono se lleva a cabo en un
horno de descarga de arco, por un método disefiado por Kratschmer-Huffman en 1990
(Kratschmer et al. 1990). EI método Kratschmer se basa en la utilizacién de un horno
de descarga por arco en una atmosfera de gas inerte. Este consiste en una camara
cilindrica, refrigerada por agua, en la cual hay dos electrodos, cada uno conectado a los
terminales de una fuente de corriente d.c. Uno de estos electrodos es un anodo de grafito
estacionario, que forma la base inferior del horno; en él se coloca un pequefio cilindro
de grafito en el que se perfora un hueco que contiene en su interior hierro micrométrico
(10 micras, ALFA-AESAR); el otro electrodo es un catodo intercambiable en forma de
barra que atraviesa la parte superior del cilindro, y que en algunas ocasiones es de grafito
(ALDRICH) y en otras, es de wolframio. El arco se produce al aplicar una corriente
eléctrica entre el catodo (intercambiable debido a su desgaste en el proceso de descarga)
y el anodo, al ponerlos en contacto en una atmdsfera de helio o argén. Esta corriente
origina un arco que ioniza el gas y genera un plasma a alta temperatura (préxima a los
3000 - 3400° C). El cilindro de grafito y el polvo de hierro se subliman y posteriormente

condensan formando nanoparticulas. Estas, junto con otras estructuras carbonosas
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forman un deposito en forma de hollin en la cara interna de la cdmara. Entre el material
recolectado en la cAmara encontramos: nanoestructuras de carbono, carbono amorfo y
nanoparticulas de hierro encapsuladas en capas de grafito (Fernandez-Pacheco et al.
2007)(Pérez-de-lugque et al. 2012). Para muchas aplicaciones en Biologia,
Biotecnologia, Biomedicina etc. es necesario que las nanoparticulas sean
biocompatibles y por lo tanto, en este caso deben estar completamente recubiertas. Las
particulas magnéticas no recubiertas o recubiertas parcialmente, se eliminan mediante
ataque quimico. Este proceso seguido ha consistido en introducir las nanoparticulas
obtenidas en HCI 3M calentando a 80 °C durante 90 minutos. Tras este tiempo, el
material magnético no recubierto se elimina, y s6lo las nanoparticulas totalmente
recubiertas permanecen en la solucion. En este proceso se forman grupos hidroxilo y,
en algunas ocasiones, carboxilo en su superficie (Fernandez-Pacheco Chicén 2008).
Estas particulas se lavan con agua destilada y se separan magnéticamente con un iman,
descartando el sobrenadante. Este proceso se repite varias veces con las nanoparticulas

gue resultan de la separacion.

2.2.2 Sintesis de nanoparticulas de Fes04@C

La sintesis de nanoparticulas de FesO.@C se ha realizado siguiendo un método original
basado en la combinacién y modificacion de dos métodos previamente publicados. (De

Matteis et al. 2012) (Zhao, Cui, and Fu 2016). Un esquema del proceso se muestra en

la figura 2.10:
Paso 1 NH;
FeCly 6 H,0 + FeCly-4 H,0 L» Fe304
H,0
Paso 2
CH3;COONH,
l"C_;O_; T (.|:Il:20]] b Fr::;DﬂfF[

. 190°C. AUTOCLAVE
Sacarosa

Figura 2.10. Esquema del proceso para la obtencién de nanoparticulas de
Fes04@C mediante sintesis quimica.
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El primer paso consiste en la sintesis por coprecipitacion de nanoparticulas de
magnetita. Para ello se prepara una disolucion en relacion 1:3 molar de dos sales de
hierro (FeCly-4H,0 y FeCl3-6H,0) en 10 ml de agua destilada, a la que luego se afiade
NH; (6 mL) gota a gota con agitacion. El color de la disolucion cambia de naranja a
marron oscuro/negro, lo que indica la formacion de las nanoparticulas. La suspension
se sonica durante unos segundos y se deja reposar 10 minutos. Posteriormente las
nanoparticulas se separan magnéticamente y se lavan con agua tres o cuatro veces, hasta
que las nanoparticulas son estables durante minutos en agua. Finalmente las

nanoparticulas magnéticamente separadas se resuspenden en 10 mL de agua.

El segundo paso es la sintesis hidrotermal para el recubrimiento con carbono de las
nanoparticulas de magnetita obtenidas en el paso 1. Para ello se prepara una disolucién
de sacarosa y acetato de amonio en relacion 1:237 molar en agua destilada (15 mL) que
se mezcla con la disolucion de magnetita preparada anteriormente (10 mL) y se calienta
a 190 °C en un autoclave de Teflon durante 24 horas. El producto obtenido se somete a
separacién magnética y se lava tres veces con agua destilada (3 x 10 mL). Finalmente,

el polvo negro obtenido se resuspende en 10 mL de agua destilada.

2.2.3 Sintesis de nanoparticulas de Fe,2C

La sintesis de las nanoparticulas de Fe,.C se realiza en dos pasos. En primer lugar se
obtienen las nanoparticulas de Fe (0) y posteriormente, se produce la carburacion de las

nanoparticulas de Fe (0) hasta la obtencion de las nanoparticulas de Fe.,C.

2.2.3.1 Sintesis de nanoparticulas de Fe (0)

La sintesis de nanoparticulas de Fe (0) se llevo a cabo mediante la modificacion de un
método puesto a punto en el Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-Objets-
(CNRS-Université Paul Sabatier), en Toulouse (Francia) (Lacroix et al. 2009), en el
marco de una estancia predoctoral en dicho laboratorio. Trabajando en caja seca debido

a la intestabilidad a la atmosfera del precursor de hierro y siguiendo el esquema
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representado en la figura 2.11, a una disolucion incolora de acido palmitico (666,4 mg,
2,6 mmol, 1,3 equivalentes por mol de hierro) en mesitileno (10 mL) se le afiade una
disolucion verde de {Fe[N(SiMes)2]2}2 (753,2 mg, 2 mmol) en mesitileno (5 mL). La
mezcla, se agita con un agitador magnético, y el color cambia inmediatamente a
amarillo. Después de esto, se afiade una disolucion de hexadecilamina (HDA) (483 mg,
2 mmol, 1 equivalente) en mesitileno (10 mL). La mezcla, en el interior de un reactor
Fischer Porter, empieza a oscurecerse y se convierte a negro tras 10 minutos de agitacion
a temperatura ambiente. La disolucion se pone en una atmdésfera de H a una presion de
2 bar durante 3 minutos y se deja reaccionar en un bafio de silicona a 150 °C durante 72
horas con agitacién magnética (400 rpm). La reaccion se para y las nanoparticulas se
recogen por decantacion ayudandose de un iméan. La mezcla se introduce de nuevo en
la caja seca y se lava 3 veces (3x10 mL) con tolueno y 3 veces (3x10 mL) con THF.

Después, se seca a vacio.

H, (2 bar)
{Fe[N(SiMe3),],}> + 1.3 Acido Palmitico + 1 Hexadecilamina = Fe (0)
Mesitileno (40 mL)
150°C, 72h.

Figura 2.11. Esquema del proceso para la obtencién de nanoparticulas de
Fe(0) mediante sintesis quimica.

2.2.3.2 Sintesis de nanoparticulas de Fe;2C

La sintesis de nanoparticulas de Fe,.C se lleva a cabo siguiendo el método previamente
puesto a punto en el LPCNO (A. Bordet et al. 2016) con pequefias modificaciones. Las
nanoparticulas de Fe,2C se obtienen por carburacion de las nanoparticulas de Fe (0)
previamente sintetizadas, seguin el esquema de la figura 2.12. De nuevo, es necesario
trabajar en el interior de una caja seca, debido a la inestabilidad de las nanoparticulas de

Fe (0) previamente sintetizadas. Por ello 50 mg (0,67 mmol de hierro) de estas
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nanoparticulas se redispersan en mesitileno (10 mL), se afiaden 30 mg de acido
palmitico y la mezcla se presuriza con CO/H; (2 bar/ 2 bar) en un reactor Fischer Porter.
La disolucion se calienta a 150 °C durante 96 horas. Al final de la reaccion, las
nanoparticulas se recuperan por decantacion con la ayuda de un iman y se lavan 3 veces
con tolueno (3 x 10 mL). Las nanoparticulas se secan a vacio hasta obtener un polvo

negro.

CO (2 bar)

H, (2 bar)
Fe (0) = [eroC
Acido Palmitico (50% en peso)
Mesitileno, 150°C, 96 h.

Figura 2.12. Esquema del proceso para la obtencidn de nanoparticulas de
Fe2..C mediante sintesis quimica.

2.3 Funcionalizacion de nanoparticulas

En el caso de las particulas Fe@C y Fe;s0.@C la funcionalizacion de su superficie tuvo
como objetivo mejorar su estabilidad en suspensiones acuosas, uno de los
requerimientos para su posible posterior aplicacion en Biomedicina. En el caso de las
nanoparticulas Fe,,C la funcionalizacion era también necesaria para hacer estas
nanoparticulas biocompatibles. En todos los casos, la funcionalizacion de las

nanoparticulas se llevo a cabo recubriéndolas con diferentes polimeros organicos.

2.3.1. Funcionalizacion de nanoparticulas de Fe@C y Fe:O.@C con
dopamina/Poly-L -Lisina

A una disolucion de 10 mg (0,058 mmol, 0,2 equivalentes) de dopamina, se afiaden 2
mL (10pg/ml) de Poly-L-Lisinay 595 pl EtsN. Se pone a reaccionar durante una noche
a 100 °C a reflujo (H-O destilada 5 ml como disolvente) y al dia siguiente se afiaden 20
mg (0,29 mmol) de nanoparticulas de Fe@C que se dejan reaccionar durante una noche

a temperatura ambiente.
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Finalizada la reaccion, el producto obtenido se recoge con un iméan y se lava tres veces
con agua destilada (3 x 10 mL). Finalmente, el polvo negro obtenido se resuspende en
10 mL de agua destilada. La estructura del polimero que se pretende sintetizar para
funcionalizar las nanoparticulas de Fe@C con dopamina/Poly-L-Lisina tiene una
estructura como el de la figura 2.13 y que posteriormente se confirmara mediante
diferentes técnicas de caracterizacion. Los resultados se presentan en el Capitulo 1V:
Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C
funcionalizadas. El uso de dopaminay Poly-L-Lisina dota a las nanoparticulas de Fe@C
unas nuevas propiedades. Por un lado la dopamina es un compuesto organico
biocompatible que mejora la estabilidad de las nanoparticulas en suspensiones acuosas
(Gao et al. 2014) y la Poly-L-Lisina es un polimero con un aminoécido esencial que

favorece la internalizacion celular de las nanoparticulas magnéticas (Riggio et al. 2012).

El protocolo seguido para la funcionalizacion de las nanoparticulas de FezO.@C es el
mismo que para las nanoparticulas de Fe@C, sustituyendo éstas por las nanoparticulas
de Fe304@C.

NH, NH,

S

"

Figura 2.13. Esquema de la posible estructura del polimero dopamina/Poly-L-
Lisina para las nanoparticulas de Fe@C y Fe304@C.
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2.3.2 Funcionalizacion de nanoparticulas de Fe@C vy Fe304@C con
dopamina/PEG-NH:

A una disolucién de 10 mg (0,058 mmol, 0,2 equivalentes) de dopamina (H.O destilada
5 ml como disolvente), se afiaden 18 mg (0,058 mmol, 0,2 equivalentes) de PEG-NH,
y EtsN (595 pl) que se pone a reaccionar durante una noche a 100 °C a reflujo. Al dia
siguiente, se afiaden 20 mg (0,29 mmol) de nanoparticulas de Fe@C que se dejan

reaccionar durante una noche a temperatura ambiente.

Una vez terminada la reaccidn, el producto obtenido se recoge con un iman y se lava
tres veces con agua destilada (3 x 10 mL). Finalmente, el polvo negro obtenido se
resuspende en 10 mL de agua destilada. La estructura del polimero que se pretende
sintetizar para funcionalizar las nanoparticulas de Fe@C con dopamina/PEG-NH tiene
una estructura como el de la figura 2.14 y que posteriormente se confirmard mediante
diferentes técnicas de caracterizacion. Los resultados se presentan en el Capitulo 1V:
Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C
funcionalizadas. En este caso, como en la funcionalizacion de las nanoparticulas de
Fe@C con dopamina y Poly-L-Lisina, la dopamina mejora la suspension de las
nanoparticulas en suspension. La molécula de PEG-NH,, como otras moléculas de PEG,
permite que las nanoparticulas puedan ser utilizadas en diferentes aplicaciones
biolégicas como terapia contra el cancer (Chen et al. 2018) (Mu et al. 2017) o como
agentes de contraste para el diagnostico mediante imagen obtenida por resonancia
magnética nuclear (Smolensky et al. 2011) y ademas la molécula de PEG-NH; elegida
tiene una estructura similar a otras moléculas probadas con éxito en nanoparticulas

magnéticas para la estabilidad en suspensiones acuosas (Alexis Bordet et al. 2019).

El protocolo seguido para la funcionalizacion de las nanoparticulas de FesO,@C con
dopamina y PEG-NH; es el mismo que para las nanoparticulas de Fe@C, sustituyendo

éstas por las nanoparticulas de Fe;0.@C.
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Figura 2.14. Esquema de la posible estructura del polimero dopamina/PEG-
NH. para las nanoparticulas de Fe@C y Fez0:s@C.

2.3.3 Funcionalizacion de nanoparticulas de Fe@C vy Fe304@C con acido
caféico/NH2-PEG-NH2

A una disolucion de 10 mg (0,058 mmol, 0,2 equivalentes) de acido caféico (H:0O
destilada 5 ml como disolvente), se afiaden 121 mg (0,058 mmol, 0,2 equivalentes) de
NH2-PEG-NH; y Et;N (595 ul) y se pone a reaccionar durante una noche a 100 °C a
reflujo. Transcurridas 24 h. se afiaden 20 mg (0,29 mmol) de nanoparticulas de Fe@C

gue se dejan reaccionar durante una noche a temperatura ambiente.

Transcurridas 24 h., el producto obtenido se recoge con un iman y se lava tres veces con
agua destilada (3 x 10 mL). Finalmente, el polvo negro obtenido se resuspende en 10
mL de agua destilada. La estructura del polimero que se pretende sintetizar para
funcionalizar las nanoparticulas de Fe@C con dopamina/NH.-PEG-NH; tiene una
estructura como el de la figura 2.15, que posteriormente se confirmard mediante
diferentes técnicas de caracterizacion. Los resultados se presentan en el Capitulo 1V:
Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C
funcionalizadas. El acido caféico, como la dopamina, permite la estabilizacién de las
nanoparticulas magnéticas en suspensiones acuosas. Los grupos catecoles se unen muy
bien a la superficie de las nanoparticulas magnéticas (Amstad et al. 2009)(C. Xu et al.
2004)(De Montferrand et al. 2013).

El protocolo seguido para la funcionalizacion de las nanoparticulas de FesO.@C con
acido caféico y NH,-PEG-NH; es el mismo que para las nanoparticulas de Fe@C,

sustituyendo éstas por las nanoparticulas de Fe;0.@C.
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Figura 2.15. Esquema de la posible estructura del polimero acido
caféico/NH,-PEG-NH; para las nanoparticulas de Fe@C y Fes04@C.

2.3.4 Funcionalizacidon de nanoparticulas de Fe22C con acido caféico/NH2-
PEG-NH>

En un matraz schlenk, se prepara una disolucién de acido caféico y NH-PEG-NH;
(0,052 mmol, 0,5 equivalentes) en diclorometano/metanol (5/1) anhidro, a la que se
afiade una disolucion de trietilamina (40 ul) y se deja en agitacién una noche a 80 °C a
reflujo. Tras 24 h., se afiaden 0,26 mmol de nanoparticulas de Fe;2C y se deja 3 dias en
agitacion bajo atmosfera inerte de nitrogeno a temperatura ambiente. Finalizada la
reaccion, se evapora el disolvente a presion reducida y el material obtenido se disuelve
en agua destilada a una concentracion de 5 mg/mL. La estructura del polimero que se
pretende sintetizar para funcionalizar las nanoparticulas de Fe;,C con dopamina/NH..
PEG-NH; tiene una estructura como el de la figura 2.16. La caracterizacion del polimero
y de las nanoparticulas funcionalizadas se presenta en el Capitulo VI: Propiedades

fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de Fe,»C y su funcionalizacion.

Q
8] O NH,
NH ‘é/\o/‘a\/ :
N
0

Figura 2.16. Esquema de la posible estructura del polimero acido caféico/NHo.
PEG-NH: para las nanoparticulas de Fez.C.
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2.3.5 Funcionalizacion de nanoparticulas de Fe22C con catecol-PEG

En este caso, la funcionalizacion de las nanoparticulas se llevo a cabo con un polimero
sintetizado por el grupo de investigacion de Profesores Fernando Novio y Félix Busque,
del Instituto Catalan de Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) y de la Universidad
Auténoma de Barcelona en el marco de la colaboracion con dicho grupo, mediante la
modificacion de un método puesto a punto en el grupo del Prof. Vicent M. Rotello,
(Alexis Bordet et al. 2019). Para ello, en un matraz schlenk se afiaden 5 equivalentes en
masa de un polimero catecol-PEG en diclorometano/metanol (5/1) anhidro, al que
seguidamente se afiade una disolucion de trietilamina (250 ul). Tras la disolucion del
polimero, se afiade 1 equivalente en masa de nanoparticulas de Fe,,C y se deja una
noche en agitacion bajo atmdésfera inerte de nitrégeno. Finalizada la reaccion, se evapora
el disolvente a presion reducida y el material obtenido se disuelve en agua destilada a
una concentracion de 5 mg/mL. La estructura del polimero que se pretende sintetizar
para funcionalizar las nanoparticulas de Fe.C con el polimero catecol-PEG tiene una
estructura como la representada en la figura 2.17. La caracterizacion del polimero y de
las nanoparticulas funcionalizadas se presenta en el Capitulo VI: Propiedades fisico-

quimicas de nanoparticulas de carburo de hierro Fe,»C y su funcionalizacion.

OCH;
(0]

40

Figura 2.17. Esquema de la posible estructura del polimero catecol-PEG para
las nanoparticulas de Fez,C.

También con el objetivo de hacer las nanoparticulas Fe,>C biocompatibles y estables
en suspension acuosa, se sintetizd un nuevo polimero, el catecol-(CH.)s-PEG. Este
nuevo polimero fue disefiado expresamente para la funcionalizacién de estas
nanoparticulas, basandonos en el trabajo previo de Rotello et al. (Alexis Bordet et al.
2019). La sintesis se llevo a cabo en el marco de la colaboracién con el grupo del Prof.
Bruno Chaudret, del Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-Objets- (CNRS-
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Université Paul Sabatier) en Toulouse (Francia), y de los Profesores Fernando Novio y
Félix Busque, del Instituto Catalan de Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) y de la
Universidad Autonoma de Barcelona. La estructura de este nuevo polimero se
representa en la figura 2.18, y su sintesis y caracterizacion se presenta en el Capitulo
VI: Propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de hierro Fe,.C y su
funcionalizacion. Para la funcionalizacién de las nanoparticulas ello se siguié el mismo
procedimiento pero sustituyendo el polimero catecol-PEG por el nuevo polimero

sintetizado.

O NH /\A,OC‘H,,
o .
;) 739
0
0

Figura 2.18. Esquema de la posible estructura del polimero catecol-(CH>)s-
PEG para las nanoparticulas de Fe2.»C.

2.4 Experimentos in-vitro

La utilizacion de las nanoparticulas en aplicaciones in vivo (por ejemplo, como
vehiculos portadores de farmacos, como agentes de contraste para imagen obtenida
mediante resonancia magnética nuclear, como agentes de calentamiento para
hipertermia magnética etc.) exige que las nanoparticulas sean biocompatibles. Por ello
se estudio la citotoxicidad tanto de las nanoparticulas Fe@C y Fe;0.@C como de las
nanoparticulas funcionalizadas. Este estudio se ha llevado a cabo en varias lineas
celulares y por diversos métodos que se describen a continuacién. En esta seccion se
incluyen también los experimentos de adsorcion y desorcion in vitro de un farmaco
modelo (&cido ferulico) en las diferentes nanoparticulas, ya que este es un paso esencial
para estudiar si estas particulas son adecuadas como vectores transportadores de

farmaco.
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2.4.1 Ensayos de viabilidad celular con células de la linea BV2

Para los ensayos de viabilidad de células de la linea celular BV2 (linea celular de
microglial), se utilizé el método del azul de tripan, también conocido como método de
tincion por exclusion. El azul de tripan (Trypan blue), cuya molécula se representa en
la figura 2.19 puede traspasar la membrana celular cuando la célula ha muerto,
tifiéndola de color azul. Asi podemos saber el porcentaje de células vivas que tenemos
tras el experimento contando las células tefiidas y células no tefiidas, y calcular el

porcentaje de viabilidad celular con la expresion (ecuacion 2.9):

células no teiidas

% viabilidad celular = lulas totales  © 100 (2.9)

NH» HoN
OH HO
Q Q
OO
N N
SO,H HO,S

Figura 2.19. Molécula de Trypan-Blue.

Para los ensayos de viabilidad celular las células BV2 se cultivan en medio celular
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) modificado con un 5% de suero fetal
bovino, 1% de antibidtico y 1% de gentamicina. Las células, se colocan en una estufa a
37 °C en una atmosfera himeda que contiene un 5% de CO.. Tras 24 horas con las
células en la estufa, se afiaden las nanoparticulas magnéticas en diferentes
concentraciones (0/0,1/1/10/100 pug/mL) y se dejan incubar durante 72 horas. Después
de las 72 horas incubadas con las nanoparticulas, se toman 100 ul de la suspension de
celulas con nanoparticulas que se afiaden a una disolucion de 100 pl de azul de tripan 'y
las células se cuentan manualmente al ser depositadas en un portamuestras y observadas

mediante un microscopio de la marca Nikon, modelo Eclipse TE2000-S.
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2.4.2 Ensayos de viabilidad con células A431 y A549

Los ensayos de viabilidad celular con las lineas celulares A431 y A549 se realizaron en
el laboratorio del Prof. King-Lu Yeung de la Hong Kong University of Science and
Technology (HKUST) en el marco de colaboracion con este grupo. La linea celular A549
pertenece a células epiteliares basales alveolares humanas adenocarindmicas y la linea

celular A431, son células de carcinoma epidermoide.

Para determinar la viabilidad de las nanoparticulas se utilizé el método MTT o test de
Mosmann (Mosmann 1983). EI MTT es el bromuro 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
tetrazolio y se utiliza en un ensayo basado en estudiar la actividad mitocondrial. Las
células vivas tienen la capacidad de reducir este compuesto en un producto azul de
formazan, lo cual es indicativo de la funcién mitrocondrial. Una mayor intensidad de la
coloracioén del azul de formazan representa una mayor cantidad de células vivas. A pesar
de ser un ensayo muy utilizado para determinar la citotoxicidad de muchos compuestos,
se pueden producir resultados falsos debido a la interaccion de algunos nanomateriales,
en nuestro caso, las nanoparticulas con los productos del ensayo (Monteiro-Riviere,
Inman, and Zhang 2009)(Moros Caballero 2012).

Las células de las respectivas lineas celulares se cultivaron en matraces de 25 cm? con
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) suplementado con suero fetal bobino
(FBS) al 10% a 37°C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO.. El subcultivo se
realizé usando tripsina al 0,05%, etilendiamina 0,53 mM-acido tetraacético (EDTA) en

solucion salina de Hanks libre de calcio y magnesio (HBSS).

Para el ensayo, las células se sembraron en placas de 96 pocillos con 2x10°
células/pocillo. Después de seis horas, el medio se cambi6 para eliminar las células no
adherentes. Las placas se usaron para los ensayos durante 24 h. Después de cuatro horas
expuestas a una concentracion de nanoparticulas, el medio se retird y se lavd con
DMEM libre de suero y se afiadieron 200 pL. de MTT (1 mg/mL en HBSS) a cada
pocillo y se incubd durante 4 horas. El medio se reemplazé con 100 pL de

dimetilsulféxido (DMSO) durante 20 minutos. Para determinar la concentracién de azul
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de formazan se determind la absorbancia (densidad dptica) a 595 nm utilizando un lector
de microplacas. Cada grupo consta de 4 pozos y el experimento se llevé a cabo tres

VeCes.

La inhibicién de la viabilidad celular se ha calculado de acuerdo con la siguiente
expresion (ecuacion 2.10):
[(C—B) — (M- B)]

% Inhibicién = 100 X ) (2.10)

siendo:
B=blanco; densidad optica del medio de cultivo sin células

C=control; densidad Optica de solo células en medio de cultivo sin nanoparticulas

magnéticas (células no tratadas)

M=muestra; densidad Optica de células en medio de cultivo con una concentracion

conocida de nanoparticulas magnéticas (células tratadas).

2.4.3 Cultivos de células HelL.ay J774.

La citotoxicidad de las nanoparticulas Fe@C y Fe;0.@C se ha estudiado analizando la
viabilidad de células de las lineas HelLa y J774. Ademas, se ha estudiado la
internalizacion de ambos tipos de particulas en el medio celular y su distribucion en el
mismo. Ambos estudios se llevaron a cabo en el marco de colaboracion con el
laboratorio del grupo de la Prof. Ménica Lépez Fanarraga de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Cantabria.

Las células epiteliales HelLa pertenecen a una modificacion de una muestra de cancer
cérvico-uterino (Rahbari et al. 2009)(Scherer, Syverton, and Gey 1953) obtenida de una
paciente llamada Henrietta Lacks (Henrietta Lacks). A diferencia de las células no
cancerosas, las células HeLa se pueden cultivar en el laboratorio de manera continuada
(“HeLa” 2019).
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Las células J774 corresponden a macréfagos reticulares de raton BALB/c. Las lineas
celulares de macrdéfagos se pueden mantener facilmente y manipularse genéticamente
(Lam et al. 2009). También son cada vez mas reconocidas como modelos preferidos
para estudios biofisicos cuantitativos de la motilidad e inmunomecanica de las células
eucariotas. Este enfoque comun de areas de investigacion, tradicionalmente separadas,
es particularmente evidente en los esfuerzos interdisciplinarios para dilucidar los
fundamentos mecanicistas de la fagocitosis (Aderem 2002)(Hallett and Dewitt 2007)
(Marc Herant, Heinrich, and Dembo 2005)(M. Herant et al. 2006)(Swanson
2008)(Touret et al. 2005).

En nuestro caso, las células HelLa se obtuvieron del Banco de células del Laboratorio
Europeo de Biologia Molecular (EMBL). La linea celular J774 fue proporcionada por
la Dra. Carmen Alvarez-Dominguez, del Instituto de Investigacion Sanitaria VValdecilla
(IDIVAL), en Santander.

Las células se cultivaron en condiciones estandar, en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero al 10% con antibi6ticos (Gibco, Thermo
Fisher Scientific) a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO,. Las células
se incubaron durante 96 h. con 50 pg/ml de particulas Fe@C y Fes0.@C, se
resuspendieron y se funcionalizaron mediante sonicacion suave en medio de cultivo de

tejidos estandar que contenia suero.

El estudio de la toxicidad de las nanoparticulas (ver seccién 5.1.3 Ensayos de viabilidad
de las lineas celulares HelLa (células epiteliales de cancer cérvico uterino) y J774
(macrofagos reticulares de raton BALB/c)) se llevo a cabo analizando la viabilidad
celular mediante el analisis del ciclo celular por citometria de flujo (ver secciones5.1.3.1
Estudio de la toxicidad de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C en macréfagos
reticulares murinos BALB/c (linea celular J774) y 5.1.3.2 Estudio de la toxicidad de
nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C en células HeLa).

Ademas, estos cultivos se utilizaron para estudiar la influencia del medio celular en la

degradacion del recubrimiento de las nanoparticulas (ver seccion 5.2.2 Estudio de la



Materiales y métodos 121

degradacion del recubrimiento de las nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C por
macro6fagos mediante espectroscopia Raman). Estos experimentos se llevaron a cabo

mediante espectroscopia Raman (ver seccion 2.1.6 Espectroscopia Raman).

El estudio de internalizacién de las nanoparticulas Fe@C y Fe304@C y de su
distribucion en el medio celular se llevé a cabo en células J774 después de 72h. de
incubacion (ver seccion 5.2 Estudio de la internalizacion celular mediante microscopia
electronica de transmision (TEM)). La preparacion de los pellets de células para
microscopia de transmisién se describe en la seccién 2.1.1 Microscopia de transmision

(Transmission Electron Microscopy TEM).

2.4.4 Estudio de adsorcion y desorcion de farmacos

El farmaco utilizado para el ensayo de adsorcién y desorcion en las nanoparticulas ha

sido el &cido ferulico de la casa Sigma-Aldrich.

Para los ensayos de adsorcion 10 mg de nanoparticulas en 1 ml de etanol se mezclan
con una disolucion de &cido ferulico de concentracion igual a 2 mg/mL cuando el
experimento se realiza con las nanoparticulas de Fe@C, e igual a 1 mg/ml cuando el
experimento se realiza con las nanoparticulas de FesO.@C. La suspension se agita a
temperatura ambiente durante 5, 10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. Una vez transcurrido
cada uno de estos tiempos, las nanoparticulas se separan mediante un iman que produce
un campo magnético de 3 kOe. La concentracién de farmaco adsorbido por las
nanoparticulas se calcula midiendo la intensidad de los picos obtenidos en el espectro
de UV-Vis del sobrenadante. Los picos a estudiar son las sefiales del acido ferdlico a
321y 278 nm (Pan, Thomson, and Leary 2002).

El ensayo de desorcion se prepara resuspendiendo 1 mg de las nanoparticulas ya
cargadas con acido ferulico en 1 ml de PBS. La suspension se incuba a 36 °C con
agitacion suave durante de 1, 5, 10, 20 y 30 dias. Tras cada intervalo de tiempo las
nanoparticulas se separan con un iman para analizar el sobrenadante por espectroscopia
UV-Vis. La concentracion de acido ferdlico en el sobrenadante se obtiene de la

intensidad de los picos a 278 nm y 321 nm.
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Capitulo I1l: Caracterizacion fisico-
guimica de nanoparticulas de Fe@C
y FesO.@C

En este capitulo se expone la caracterizacion fisicoquimica de las diferentes
nanoparticulas magnéticas sintetizadas en esta tesis. En primer lugar se expone la
caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas, segin se ha detallado en el capitulo
anterior, mediante el método fisico, utilizando un horno de descarga de arco; este
método consiste en una pequefia modificacion del método de Kratschmer-Huffman
(Kréatschmer et al. 1990), y nos permitié obtener nanoparticulas de hierro recubiertas de
carbono grafitico (Fe@C) Posteriormente se expone la caracterizacion de
nanoparticulas sintetizadas por método quimico desarrollado en esta tesis doctoral,
consistente en la co-precipitacién de un nucleo magnético y una posterior sintesis
hidrotermal con el fin de obtener su recubrimiento; este método esta inspirado en
procedimientos previos (Zhao, Cui, and Fu 2016)(De Matteis et al. 2012) y como se vera
en este capitulo, nos permitié obtener nanoparticulas de magnetita recubiertas de

carbono amorfo (Fe;0.@C).
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3.1 Nanoparticulas obtenidas mediante sintesis fisica (Fe@C)

Como se ha comentado anteriormente, la sintesis de estas nanoparticulas se realiza en
un horno de descarga de arco, siguiendo el método Kréatschmer-Huffman modificado
(Kréatschmer et al. 1990)(Fernandez-Pacheco et al. 2007). Tras la sintesis y recolecta del
material (polvo) obtenido, este se purifica segin el procedimiento descrito en el
Capitulo Il: Materiales y métodos hasta obtener las nanoparticulas libres de cualquier

material ajeno a las nanoparticulas deseadas.

3.1.1 Difraccion de rayos X

Las muestras obtenidas por este procedimiento presentan varias fases cristalogréficas,

que han podido ser identificadas mediante difraccion de rayos X.

Intensidad (a.u.)

(1.1
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Figura 3.1. Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de Fe@C. El
espectro obtenido experimentalmente (rojo) esta comparado con el patron de
con el a-Fe (negro ref: ICSD-Karlsruhe-631724) y el grafito (azul ref: JCPDS

43-1308).
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Segun podemos ver en la figura 3.1 la fase mayoritaria corresponde a la fase o-Fe (pico
a 44,5°) que constituye el nucleo. El pico intenso que aparece a 26,5° corresponde con
el del grafito. El pico es muy estrecho, por lo que se deduce que es una estructura de
carbono altamente cristalizada, compatible con una estructura multicapa de grafeno.
Como es sabido, la estructura de varias capas de grafeno por encima de un cierto nimero
(alrededor de cinco) es muy similar a la del grafito (Andrea C. Ferrari 2007)(Wu et al.
2010). El pico a 25,8° y el que aparece a 43° indican la presencia de nanotubos de
carbono (Hasanzadeh and Jafari Eskandari 2020). Los picos de menor intensidad a 22°
podrian corresponder a estructuras de carbono con un menor grado de cristalizacién,
como por ejemplo ldminas de grafeno corrugadas y/o con un grado mayor de desorden,
de acuerdo a lo reportado en la literatura (Wu et al. 2010)(Li et al. 2007)(Srinivas et al.
2010).

Ademas, si hacemos un estudio mas detallado del difractograma (figura 3.2) podemos
ver pequefios picos alrededor del pico més intenso del a-Fe, que pertenecen a diferentes
de carburos de hierro que se forman en la sintesis de las nanoparticulas en el horno de
descarga de arco. La fraccion de estos compuestos presente en la muestra es muy
pequefia, ya que la intensidad de sus picos es muy baja. Tal y como se muestra en la
figura 3.2 la mayor parte de estos carburos es cementita (FesC). Esta fase ya fue
observada en estudios preliminares mediante espectroscopia Mdssbauer (Rechenberg et
al. 2001)(Coaquira et al. 2001).
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Figura 3.2. Ampliacion del difractograma de rayos X de las nanoparticulas de
Fe@C. El espectro obtenido experimentalmente (rojo) esta comparado con el
patron de cementita FesC (negro ref: ICSD-Karlsruhe-99002).

La ecuacion de Scherrer para difraccion de rayos X relaciona el tamafio de los cristales
submicrométricos en un solido con el ancho de un pico en el patrdon de difraccién
(Patterson 1939):

K2
~ BCose

T (3.1)
donde t es el tamafio medio de los dominios cristalinos, que pueden ser mas pequefios
o iguales al tamafio de grano y que, a su vez, puede ser mas pequefio o igual al tamafio
de la particula. K es un factor adimensional, con un valor cercano a 1 (aproximadamente
0,9). A es la longitud de onda de rayos X, S es el ancho a media altura del pico (FWHM)

y 6 es el &ngulo de Bragg correspondiente a ese pico.
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Mediante esta ecuacion se calcula el tamafio de los cristalitos de hierro, a partir de los
parametros del pico que aparece a 44,5 grados. Segun este calculo, y después de analizar
el espectro XRD de distintas muestras, el tamafio de las nanoparticulas de hierro

obtenidas tiene un valor entre 4-17 nm.

3.1.2 Microscopia de transmision electréonica (TEM)

Mediante microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM) se puede
observar claramente como el polvo que se obtiene en la sintesis contiene nanoparticulas
que son de tipo core—shell. Tal y como se muestra en la figura 3.3, y de acuerdo con
los resultados obtenidos mediante difraccion de rayos X, el ndcleo esté constituido por
Fe. Este estd muy bien recubierto por varias capas de un material de menor ndmero
atémico (de acuerdo con el contraste observado en la imagen), por lo que se trataria de
una estructura de carbono, que podria ser carbono grafitizado o grafeno. Por ello

adoptamos para estas nanoparticulas la nomenclatura Fe@C.

Figura 3.3. Imagen HRTEM de las nanoparticulas de Fe@C donde se observa
un nucleo de Fe completamente recubierto por capas de una estructura de
carbono grafitizado o grafeno.
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Como se puede ver en la imagen de la figura 3.3, se observa un nicleo de hierro de
alrededor de unos 15-20 nm que se encuentra encapsulado por unas 8-10 capas de
grafeno. Como veremos mas adelante, este recubrimiento de la particula hace a esta
completamente inerte de manera que el nidcleo no se oxida, y favorece su

biocompatibilidad.

Figura 3.4. Imagen HRTEM donde se observan varias particulas de Fe@C
cubiertas por una capa de carbono amorfo.

En la figura 3.4 podemos ver otra imagen de nanoparticulas de hierro encapsuladas por
varias capas de grafeno y como estas, a su vez, estan en una matriz de carbono amorfo.
El carbono amorfo se genera también en la sintesis de las particulas, junto a otras
estructuras de carbono y nanoparticulas de hierro sin recubrir (Fernandez-Pacheco et al.
2007). Estas ultimas se eliminan mediante ataques acidos y separacion magnética, que
elimina también las estructuras carbonosas que no recubren particulas magnéticas. No
obstante en algunos casos se ha observado carbono amorfo recubriendo un conjunto de
nanoparticulas de Fe@C.
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Otra de esas estructuras carbonosas que se forman junto a las nanoparticulas Fe@C son
los nanotubos de carbono. En la figura 3.5 se muestra una imagen general en la que
ademas de las nanoparticulas, se ven claramente los nanotubos de carbono, junto con
laminas de carbono grafitizado o grafeno y anillos (onions) como los descubiertos por
lijima a principios de los afios 80 (lijima 1980). Los nanotubos de carbono, como se
mostrara posteriormente en el Capitulo V: Experimentos in-vitro, van a tener un papel

fundamental en los ensayos in-vitro realizados.

Nanotubos

Figura 3.5. Imagen HRTEM de una muestra de nanoparticulas de Fe@C
donde se observan otras estructuras carbonosas como nanotubos de carbono y
onions.

Analizando diferentes imagenes de TEM de diferentes regiones de una misma muestra
se ha medido el didmetro de las particulas y se ha obtenido el histograma de la
distribucion de tamafio. Esta se puede ajustar a una distribucion logaritmica normal.
Como se observa en la figura 3.6 las particulas tienen un tamafio entre 5y 75 nm y el

tamafio medio de las particulas es aproximadamente 21 + 0,72 nm.
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Figura 3.6. Histograma del tamafio de las particulas obtenido a partir de las
imagenes de TEM. Se observa una distribucion de tamafio desde 5 a 75 nm con
un maximo centrado en 21 nm. En rojo se representa el ajuste a una
lorentziana.

3.1.3 Espectroscopia Raman

Para estudiar en detalle la estructura del carbono presente en la muestra, ésta se analiza
mediante espectroscopia Raman. Las medidas se realizaron con un laser de 532 nm, a
una intensidad de 0.5 mW, realizando 25 adquisiciones de datos en intervalos de 3
segundos por medida. La resolucion espacial viene dada por el didmetro del spot que es
de 355 nm. Los experimentos se realizaron en el Instituto de Nanociencia de Aragon de
la Universidad de Zaragoza (ver mas detalles en el capitulo correspondiente a la
descripcion de las técnicas experimentales). Este analisis se ha llevado a cabo irradiando

con el laser en diferentes zonas de una misma muestra.

Como ya se ha comentado, los espectros de XRD sugieren la existencia de un carbono

sin imperfecciones (que podria ser grafeno) que, segln las imagenes de HRTEM, seria
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el que recubre directamente el nlcleo de las nanoparticulas de Fe@C. El espectro
Raman del grafeno tiene unos picos muy caracteristicos, que aparecen para unos valores
del desplazamiento Raman muy bien definidos (ver figura 3.7). Estos picos son el pico
G (1580 cm™) y el pico 2D (2690 cm™).

Intensity (a.u.)
-

D+D"|D+D 2D

1,500 2,000 2500 3,000
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Figura 3.7. Espectro Raman de la fase pristina del grafeno (arriba) y grafeno
con defectos (abajo) (Andrea C. Ferrari 2007).

La existencia de defectos en el grafeno da lugar a la aparicion de picos adicionales, tal
y como se muestra en la figura 3.7, siendo el més representativo el pico D (Andrea C.
Ferrari 2007)(Andrea C. Ferrari and Basko 2013). La posicion, la forma y la intensidad
relativa de los picos G y 2D puede variar en funcién del nimero de capas de grafeno
que haya en la muestra. Ademas, el dopaje del grafeno (tanto con huecos como con
electrones) ocasiona cambios en la posicion y la forma del pico G (reduciendo su
anchura y desplazandolo hacia valores mayores de desplazamiento Raman) y también
del pico 2D (dependiendo de si el dopaje es con huecos o con electrones) (Pisana et al.
2007)(Yan et al. 2007)(Andrea C. Ferrari 2007). Esto se ha observado, por ejemplo, en
el estudio de grafeno depositado sobre diferentes sustratos metalicos, como se muestra
en la figura 3.8 (Serrano-Esparza et al. 2016). Por otra parte, la interaccion del grafeno

con un sustrato puede dar lugar ademas a deformaciones que también ocasionan el
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desplazamiento de los picos G y 2D (Mohiuddin et al. 2009)(Huang et al. 2009)(Yu et
al. 2008)(Wang et al. 2011)(Serrano-Esparza et al. 2016).

G Monolayer + 3nm cobalt
Bilayer + 3nm cobalt
Few-layer + 3nm cobalt

2D

Intensity (a.u.)
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Figura 3.8. Espectro Raman de la fase pristina del grafeno para 1, 2 o méas de
una capa interaccionando con metales, en este caso, cobalto (Serrano-Esparza
et al. 2016).

En la figura 3.9 se muestra el espectro Raman de una muestra de nanoparticulas Fe@C.
En las figuras 3.9 (A), 3.9 (B) y 3.9 (C) se presenta el analisis de las diferentes regiones
del espectro, comparando los resultados experimentales (en negro) con el espectro
tedrico (en rojo) y con sus diferentes contribuciones, ajustadas a una funcion
Lorentziana (en verde). Este andlisis se ha realizado en colaboracién con el Dr. JesUs
Gonzalez, del Departamento de Ciencias de la Tierra y Fisica de la Materia Condensada
(CITIMAC) y del Grupo de Nanomedicina del Instituto Valdecilla-(IDIVAL) de la
Universidad de Cantabria, en Santander. Como se observa en la figura 3.9 el pico G es
mucho mas intenso que el pico 2D. Para una sola capa de grafeno la intensidad del pico
2D (i.e., 1(2D)), es cuatro veces mayor que la intensidad del pico G (i.e., I(G)) (A. C.
Ferrari et al. 2006). En el espectro de la figura 3.9 la relacién de intensidades 1(2D)/1(G)
es aproximadamente 0.3, lo que estaria de acuerdo con la estructura core-shell de las
nanoparticulas, es decir con capas concéntricas de grafeno rodeando el ndcleo de hierro
de las nanoparticulas, como se observa en las imagenes de TEM mostradas en la seccion

anterior. Ademas, el espectro Raman que se obtiene se asemeja también al que se ve en
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la figura 3.8, lo que confirma la influencia del nucleo de hierro de las nanoparticulas

gue, en este caso, es el sustrato sobre el que se depositan las capas de grafeno.
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Figura 3.9. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C.
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Figura 3.9.A. Espectro Raman de las nanoparticulas Fe@C en la region de
1000 a 1750 cm (linea negra); la linea roja corresponde al espectro tedrico y
las lineas verdes al ajuste con una funcion de Lorentz. Se observa la banda G
de la fase pristina del grafeno y la banda D del grafeno defectuoso.
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Figura 3.9.B. Espectro Raman de nanoparticulas de Fe @ C, en la region de
2300 a 3100 cm™ (linea negra); la linea roja corresponde al espectro teorico y
las lineas verdes al ajuste de Lorentz. Se observan las bandas de la fase
pristina del grafeno (Gy D + D’”) y defectuoso (2D y D + D’).
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Figura 3.9.C. Espectro Raman de nanoparticulas de Fe @ C en la region de
3150 a 3300 cm™ (linea negra); la linea roja corresponde al espectro tedrico y
las lineas verdes al ajuste de Lorentz. Se observa la banda 2D de grafeno

defectuoso.
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En el espectro de la figura 3.9 y siguientes, asi como en los espectros correspondientes
a otras muestras sintetizadas, se observan desplazamientos de los picos G, D y 2D (entre
5y 10 cm?) que podrian estar relacionados con dopaje o con deformaciones inducidas
por el hecho de que el grafeno esté en contacto con el nicleo metalico. Los defectos en
el grafeno que se deducen de la aparicion de los picos D, D+D’, D+D’” y 2D’ en el
espectro Raman de la figura 3.9 podrian deberse a estas deformaciones o bien al propio
método de sintesis. Por otra parte, es bien sabido que la estructura bcc de a-Fe no tiene
modos Raman activos. Solo en aquellos casos en que se interrumpe la periodicidad de
la red cristalina bcc, se pueden observar en el espectro Raman los sobretonos de los
fonones acusticos (2TA:1 y 2TA:) del borde de la zona de Brillouin (Goncharov et al.
2000)(Jorge et al. 2008). La ausencia de tales sefiales en el espectro de la figura 3.9

confirma la estructura bce de los nucleos de Fe y evidencia su excelente cristalinidad.

Cuando el analisis se realiza en otra zona de la muestra el espectro Raman cambia.
Como se observa en la figura 3.10, el espectro Raman, corresponde a un carbono con
defectos, ya que ademas del pico G (en torno a 1600 cm™) y el 2D (en torno a 2680 cm’
1) se observa claramente el pico D (en torno a 1400 cm™), y ademas, este Gltimo y el
pico G son aproximadamente similares en intensidad (Andrea C. Ferrari and Basko
2013)(Serrano-Esparza et al. 2016).
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Figura 3.10. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C.

El incremento de la intensidad del pico D aumentando el ratio de intensidades I(D)/1(G),
es un claro signo del aumento de los defectos del carbono analizado, siendo éste, mas

similar a carbono amorfo (Andrea C. Ferrari 2007).

Por tanto, el andlisis que se ha realizado mediante espectroscopia Raman pone de
manifiesto la existencia de dos tipos de carbono en nuestras muestras: por una parte,
grafeno con defectos dispuesto en varias capas sobre nicleos de hierro, y por otra parte,
carbono amorfo. Por ello, de acuerdo con las imagenes de TEM, la muestra, sabemos
que estd compuesta mayoritariamente por nanoparticulas tipo core-shell, pero ademas
existe una matriz de carbono amorfo que en algunos casos rodea también a las
nanoparticulas core-shell. Este carbono amorfo residual es el que no se ha podido
eliminar totalmente mediante el proceso de purificacion al que se somete la muestra

obtenida en el horno de arco.
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3.1.4 Determinacion de hierro en las nanoparticulas de Fe@C por ICP-OES

La determinacion de la cantidad de hierro presente en las nanoparticulas de Fe@C se
realizd6 mediante medidas de espectrometria de emision atomica (ICP-OES) con un
plasma acoplado por induccién, siguiendo los protocolos descritos en el Capitulo II:

Materiales y métodos.

En todas las muestras analizadas, los valores de Fe obtenidos representan alrededor de

un 30-40% en peso.

Los resultados obtenidos van acorde con los obtenidos mediante rayos X,
espectroscopia Raman y TEM, donde se observaba claramente que la cantidad de hierro
no era mayoritaria y que las nanoparticulas estan compuestas sobre todo por estructuras

de carbono.

3.1.5 Caracterizaciéon magnética — medidas de imanacién

Las medidas de imanacién han sido realizadas en un magnetémetro SQUID y en un
magnetdmetro VSM, con el polvo obtenido de la sintesis después de someterlo a los
procesos de ataque &cido y separacion magnética. La figura 3.11 corresponde a la curva
de imanacion a temperatura ambiente, donde las nanoparticulas de Fe@C tienen una
imanacion de saturacion proxima a 150 emu/g. Este valor de la imanacion se ha
calculado a partir de la cantidad de hierro obtenida en el analisis mediante ICP
mencionado en el parrafo anterior y suponiendo que todo el hierro se encuentra en forma

de hierro metélico.
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Figura 3.11. Curva de imanacion a temperatura ambiente de una muestra de
nanoparticulas de Fe@C
La diferencia entre el valor de la imanacién obtenido para nuestras nanoparticulas y el
valor de la imanacion del hierro metélico (217 emu/g (Building 1971)) se debe a que no
toda la muestra que se mide en el equipo son nanoparticulas con nucleo de hierro
metalico. Como se ha visto en el difractograma de rayos X (figura 3.1) las muestras
resultado de la sintesis en el horno de arco contienen también nanoparticulas con una

pequefia fraccién de carburos de hierro, junto con alguna otra pequefia impureza.

Si hacemos un estudio mas detallado de la zona a bajo campo de la curva de histéresis
(figura 3.12) se observa un campo coercitivo de 245 Oe, indicativo del comportamiento
ferromagnético de las nanoparticulas a temperatura ambiente. Esto esta de acuerdo con
la existencia de nanoparticulas de tamafios por encima de los 6 nm (tamafio de un

monodominio de Fe (Coey 2001)), tal y como muestra la distribucion de tamafios de la
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figura 3.6, a la vez que sugiere la presencia de grandes agregados de nanoparticulas en

la muestra (aunque no se observan en las imagenes de TEM).
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Figura 3.12. Ampliacion de la regién a bajo campo de la curva de histéresis de
las particulas de Fe@C.

3.1.6 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X. (XPS)

La espectroscopia XPS proporciona informacion sobre la composicion quimica de la

superficie del material, asi como del estado de oxidacion de los elementos

constituyentes. Las medidas se realizaron sobre unas muestras en polvo, con una fuente
de rayos X (Mono Al Ka 120W (8 mA/15 kV)) a una presion reducida de menos de 10

® Torr y una zona de analisis de 700x300 pum. Los experimentos se realizaron en el

Instituto de Nanociencia de Aragon de la Universidad de Zaragoza.
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Figura 3.13. Analisis por XPS de las nanoparticulas de Fe@C.

En la figura 3.13 se muestra el anélisis superficial de las nanoparticulas de Fe@C en
todo el rango de energias estudiadas (desde 0 hasta 1200 eV). Como se puede observar,
el componente mayoritario de la superficie de las nanoparticulas es el carbono, que se
muestra como un pico muy intenso en torno a 285 eV, correspondiente a la energia de
enlace del C 1s (Johansson et al. 1973). De acuerdo con la intensidad de este pico
obtenida tras el analisis del espectro, casi el 97% de la composicion de la superficie es
carbono, lo que concuerda con las imagenes de TEM (figuras 3.3-3.4.) donde se
observan los ndcleos de hierro recubiertos por varias capas de carbono. El espectro de
la figura 3.13 muestra también un pico en torno a 707 eV correspondiente al Fe (0) 2psz.
(Elmi, Guggenheim, and Gieré 2016)(Brion 1980). El hecho de que se observe este pico
se debe a que al realizar la medida en una muestra en polvo de nanoparticulas, la
superficie de analisis no es uniforme y se puede estar midiendo a la vez no solo la

superficie de varias nanoparticulas sino también el ntcleo de algunas otras.
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El pico alrededor de 530 eV corresponde a la energia de enlace del oxigeno 1s (Wagner
etal. 1979) y su aparicion en el espectro se puede deber a la posible oxidacion de alguno

de los componentes (Fe o C), lo que se analizara posteriormente.
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Figura 3.14. Andlisis por XPS de las nanoparticulas de Fe@C. Analisis
realizado a 500 eV y 4500 acumulaciones.

Al irradiar la muestra con electrones, la intensidad de los picos varia tal y como se ve
en la figura 3.14. En esta figura los picos se mantienen en las mismas posiciones que
antes de comenzar la irradiacion, pero, en comparacién con los resultados presentados
en la figura 3.14, el porcentaje de hierro aumenta. Esto esta de acuerdo con que con la
irradiacion de electrones se estan eliminando las capas de carbono superficial dejando
el nucleo de hierro al descubierto. Esto estd en buen acuerdo con lo observado en las
imagenes de TEM, en las que el nlcleo aparece rodeado de varias capas de grafeno
(segulin lo observado mediante espectroscopia Raman).
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Una vez realizado el andlisis global la muestra, se analiza la energia de enlace de cada

elemento para confirmar el estado de oxidacion en que se encuentra.
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Figura 3.15. Anélisis por XPS del Fe de una muestra de nanoparticulas de
Fe@C.

En la figura 3.15 se muestra el analisis del Fe. Como se puede ver, en el espectro hay
un pico intenso en 706,9 eV, muy estrecho y asimétrico y otro a 720,4 eV. Como se
muestra en la figura, el pico a 706,9 eV es el resultado de dos contribuciones. La
principal es la sefial que corresponde al Fe (0) 2ps/2, de acuerdo con los datos presentes
en la bibliografia (EImi, Guggenheim, and Gieré 2016)(Wagner et al. 1979). También
hay una pequefia contribucion de 6xido de hierro, lo que da origen al pico que aparece
a 710.1 eV y cuya intensidad representa Gnicamente un 10%. Esto esta en buen acuerdo
con la presencia de oxigeno en la muestra, relacionada con el pico en torno a 530 eV y
correspondiente a la energia de enlace del oxigeno 1s (Descostes et al. 2000)(Wagner

et al. 1979). En nuestro caso, y como se ha observado en nanoparticulas de Fe@SiO-
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(Ferndndez-Pacheco et al. 2006), debemos postular la existencia de una capa de
pasivacion alrededor del nucleo de Fe de unos 2 nm de espesor y de composicion
incierta (FexOy). Este analisis confirma que el ndcleo de las nanoparticulas de Fe@C es

principalmente Fe°. El pico a 720,4 eV corresponde al Fe (0) 2p12 (EImi, Guggenheim,
and Gieré 2016).

También se ha analizado el carbono que recubre las nanoparticulas de Fe@C, lo que se
muestra en la figura 3.16.
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Figura 3.16. Analisis XPS del carbono que recubre las nanoparticulas de
Fe@C.

En el espectro se observa un pico intenso, estrecho y asimétrico en 284,5 eV que
corresponde a la energia de enlace del C 1s sp. de un carbono tipo grafitico (Johansson
et al. 1973)(Wagner et al. 1979). También estd presente, en 290,9 eV, la sefial
correspondiente a estructura relacionada con la transicion II-IT (Mezzi and Kaciulis
2010). Esto concuerda con los resultados mostrados anteriormente en microscopia

Raman donde se observaba una presencia de un carbono cristalino. Por tanto se puede
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confirmar que el carbono que recubre las nanoparticulas, es un carbono grafitico, donde

varias capas de grafeno, recubren el nicleo magnético de hierro.

3.1.7 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Las medidas de dispersién dinamica de la luz se realizaron para obtener informacion
sobre el didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas cuando las nanoparticulas se
encuentran en una suspension liquida, solvatadas por las moléculas del disolvente. En
nuestro caso se ha utilizado agua, ya que para las aplicaciones en las que se van a utilizar
nuestras nanoparticulas necesitamos un medio biocompatible. El tamafio de las
nanoparticulas obtenido de las medidas de DLS puede ser diferente del tamafio obtenido
analizando imégenes de TEM. En primer lugar esto es asi porque la medida de TEM es
una medida local en la que observamos solo una parte de la muestra, y la técnica DLS
da una informacion global de toda la muestra. En segundo lugar, el estado de agregacién
de algunos materiales en suspension es muy diferente a su comportamiento en sélido.
Ademas, algunos agregados podrian estar ya presentes en las muestras en polvo, aunque
no hubiesen sido detectados en las imagenes de TEM: al analizar una muestra en polvo
mediante TEM las nanoparticulas o agregados de nanoparticulas que son mayores de
150 nm son opacos para el haz de electrones, ya que los electrones no pueden penetrar

dentro de las particulas tan grandes.

Como vemos en la distribucion de diametros hidrodindmicos presentada en la figura
3.17, se observan dos poblaciones de nanoparticulas en suspension completamente
diferentes. Una de ellas esta formada por nanoparticulas de diametro hidrodinamico en
torno a 200 nmy que representa la poblacion mas pequefia en nimero de particulas. La
otra estad formada por grandes agregados de nanoparticulas, en torno a 850 nm. Estos
agregados precipitan durante la medida, lo cual hace que los resultados no sean muy
precisos. La presencia de nanoparticulas/agregados de diametro hidrodindmico en torno
a 200 nm, estd en buen acuerdo con los resultados presentados en la bibliografia
(Fernandez-Pacheco et al. 2007)(Fernandez-Pacheco Chicén 2008).
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Figura 3.17. Estimacion del diametro hidrodinamico de las particulas Fe@C
en suspension acuosa, obtenida mediante DLS.

3.1.8 Coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR)

Las medidas del coeficiente de absorcion especifica de potencia (o Specific Absorption
Rate, SAR) se realizaron para estudiar si las nanoparticulas Fe@C eran adecuadas para
actuar como agentes de calentamiento en hipertermia magnética. En la figura 3.18 se
observa la capacidad de generar calor de una suspension de nanoparticulas de Fe@C en
H.O, medida a partir del incremento de temperatura de la suspension durante la
aplicacion de un campo magnético de 300 Gauss y a una frecuencia de 578 kHz (los
maximos valores alcanzados por el equipo). Aunque el incremento de la temperatura se
ha medido a diferentes valores de campo y frecuencia, los valores més altos se han

obtenido en estas condiciones.
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Figura 3.18. Medida del aumento de temperatura en funcion del tiempo, de
una muestra de Fe@C a 300 Gauss y 578 kHz (puntos rojos). La linea de
puntos corresponde al ajuste lineal de la zona de la curva de calentamiento
considerada para el calculo del SAR
Los valores de SAR se obtuvieron calculando la potencia de calentamiento por unidad
de masa de nanoparticulas (P y mmnes respectivamente). Esta a su vez se puede calcular
en funcion de la capacidad calorifica especifica del medio liquido y de las
nanoparticulas magnéticas (CLiqo Y Cwmnes respectivamente), la masa de liquido, mpig, y
del aumento de temperatura, AT, de la muestra cuando se mide durante un intervalo de

tiempo At, segun la expresion de SAR:

SAR = (3.2)

P myoCrg + mynpsCunps (AT)

Mynps Mynps At

Dado que en esos experimentos la concentracion de nanoparticulas generalmente esta
en el rango de 1% en peso, podemos aproximar myigCrig + MmnesCunes =~ muigCrig Y 12

expresion se puede escribir como:

CLIQSLIQ AT
SAR = —(—) 3.3
b At (3:3)
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donde Lo y @ son la densidad del liquido y la concentracién en peso de las
nanoparticulas en el coloide, respectivamente. Por lo tanto, podemos obtener el valor de
SAR a partir de la derivada de la curva del aumento de temperatura vs. tiempo usando
el criterio de la pendiente maxima (la derivada AT / At). Como el aumento maximo de
temperatura siempre ocurre dentro de los primeros segundos del experimento, se
garantiza el caracter adiabatico de la medida. En todos los casos, los valores obtenidos

estan entre unos 60 y 80 W/g.

Esto podria ser debido a que como se ha mostrado en la figura 3.6, la distribucion de
tamafio de las particulas no es uniforme. Como ya se ha comprobado en otros casos, el
SAR depende, entre otros factores, del tamafio de particula, de manera que para unas
condiciones experimentales dadas, existe un tamafio critico para el cual el SAR es
maximo. Ademas, el que las nanoparticulas no tengan un tamafio homogéneo va en
detrimento del valor del SAR (Yamamoto et al. 2014)(Mehdaoui et al. 2010) (Torres et
al. 2019). También, el recubrimiento que se observa en las imagenes de TEM (figura
3.4) con 8-12 capas de carbono junto con el carbono amorfo residual favorece la
formacion de agregados con un diametro hidrodindmico elevado. Esto disminuye en
gran medida la relajacién de Brown de las nanoparticulas en suspension acuosa, lo que

conduce a bajos valores de SAR (Torres et al. 2019)

3.2 Nanoparticulas obtenidas mediante sintesis guimica (FesO4@C)

La preparacion de estas nanoparticulas se ha realizado mediante un método de sintesis
quimica en dos pasos puesto a punto en esta tesis doctoral combinando, con pequefias
modificaciones, dos métodos ya existentes(Zhao, Cui, and Fu 2016)(De Matteis et al.
2012) segun se ha explicado en el capitulo dedicado a su sintesis. En el primer paso se
obtiene el nlcleo de magnetita por co-precipitacion y posteriormente, se lleva a cabo
una sintesis hidrotermal, que tiene por objetivo recubrir de carbono los ndcleos

obtenidos mediante co-precipitacion.



Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C 157

3.2.1 Difraccion de rayos X

Mediante difraccion de rayos X se ha analizado la composicion de la muestra en polvo

resultante de la sintesis.

4 T T T T T T
Fe,0aC "
—  Magnestit
—— Maghemita
-
A 3+ i
= I N -
-] R N A VIR N W | W | W
o
~
]
g 2t -
o
wn
=
& | ) .
i x ®
ER _
0 A | - ﬁ P | JI L || PP

10 20 30 40 50 60 70 80
Angulo de difraccion (26)

Figura 3.19. Difractograma de rayos X de una muestra de FezOs@C (en rojo)
comparado con los difractogramas de magnetita (FezOa , en azul, ref: ICSD-
Karlsruhe-26410) y maghemita (y-Fe2Oz, en negro, ref: ICSD-Karlsruhe-
172906).

Si se compara el difractograma de la muestra obtenida con el espectro de XRD de la
magnetita (FezO4) y el de la maghemita (y-Fe,Os) como se muestra en la figura 3.19, se
observa que el espectro de las nanoparticulas es coincidente con el espectro de la
magnetita, (ref: ICSD-Karlsruhe-172906) y el de la maghemita (ref: ICSD-Karlsruhe-
26410). Por simplicidad se acuerda adoptar la nomenclatura Fes0.@C para referirnos a

estas nanoparticulas.

Ademaés el pico més caracteristico correspondiente al carbono cristalino (a 27° (Ando,

Zhao, and Shimoyana 1999)) no aparece en el espectro, lo que indica que el carbono
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presente en la muestra debe encontrarse como carbono amorfo, como luego se

confirmara mediante las imagenes de TEM.

Mediante ecuacién de Scherrer (ecuacion 3.1) y de igual manera que calculé para las
nanoparticulas de hierro, se calcula el tamafio de los cristales de 6xido de hierro, a partir
de los pardmetros del pico que aparece a 35,4 grados en el espectro de la figura 3.19.
Segun este célculo, y después de analizar el espectro XRD de distintas muestras, el
tamafio de las nanoparticulas de magnetita/maghemita obtenidas tiene un valor entre 5-
20 nm.

3.2.2 Microscopia de transmision electréonica (TEM)

Para observar la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas se tomaron imagenes de
HRTEM.

: . C (amorfo)

Figura 3.20. Imagen HRTEM de las nanoparticulas de FezO4s@C donde se
observan varios nucleos de FesOa4 /y~Fe2O3 completamente encapsulados por
una capa de carbono amorfo.
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Como se observa en la figura 3.20 la muestra esta formada por nanoparticulas de Fe;O4
ly-Fe203 que se encuentran encapsuladas por una capa de carbono amorfo que cubre
varios los nucleos. Este carbono, a pesar de formar Unicamente una fina capa alrededor
de los nlcleos de magnetita, es capaz de impedir la oxidacién del ndcleo permitiéndole
mantener sus propiedades magnéticas.

Figura 3.21. Ampliacion de una imagen de HRTEM de una nanoparticula de
Fe:04@C.

Aumentando la magnificacion de las imagenes de HRTEM (figura 3.21) se observa
claramente que la muestra contienen unos nucleos de FesO./y-Fe,Os altamente

cristalinos.

De estas imagenes de TEM, tomandolas en distintas regiones de una misma muestra, se
puede obtener una buena estadistica para estimar el tamafio que poseen las
nanoparticulas. Midiendo sobre la imagen el didmetro de las particulas se ha obtenido
el histograma que se presenta en la figura 3.22. La distribucion de tamafio se ajusta a

una distribucidn logaritmica normal. Como se observa en la figura, las particulas tienen
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un tamafio entre 5y 35 nm y el tamafio medio de las particulas es aproximadamente 14
+ 0,26 nm. Esto esta en buen acuerdo con el tamafio derivado de los espectros de

difraccion de rayos X, mediante la formula de Scherrer.

La dispersion de tamafio de las nanoparticulas de Fes04@C es menor que en el caso de
las nanoparticulas de Fe@C porque, en este caso, mediante una variacion de los

pardmetros de la sintesis podemos controlar el tamafio de nicleo que queremos obtener.

1a

'S 40- I Fe304@C
[ . Lorenzt Fe304@C

Frecue

5 10 15 20 25 30 35
Diametro (nm)

Figura 3.22. Histograma del tamafio de las particulas obtenido a partir de las
imagenes de TEM. Se observa una distribucion de tamafio desde 5 a 35 nm con
un maximo centrado en 14 nm. La curva en rojo corresponde al ajuste de
dicha distribucion a una lorentziana.

3.2.3 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se ha utilizado para profundizar en el estudio de la matriz de
carbono que rodea a los nucleos de magnetita. Al igual que en el caso de las
nanoparticulas de Fe@C, las medidas se realizaron en el Instituto de Nanociencia de
Aragdn de la Universidad de Zaragoza, con un laser de 532 nm, a una intensidad de 0.5

mW, adquiriendo datos durante 3s. hasta 25 veces por cada medida.
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Figura 3.23. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fez0s@C.

El analisis de los espectros se llevo a cabo en colaboracion con el Dr. Jests Gonzélez,
del Departamento de Ciencias de la Tierra y Fisica de la Materia Condensada
(CITIMAC) vy del Grupo de Nanomedicina del Instituto Valdecilla-(IDIVAL) de la
Universidad de Cantabria, en Santander.

Como se observa en la figura 3.23 y 3.23 (B), los picos mas intensos del espectro son el
pico cerca de 1400 cm™ (correspondiente al pico D de un grafeno con defectos) y el pico
cercano a 1600 cm™ (correspondiente al pico G del grafeno) (Andrea C. Ferrari and
Basko 2013). El pico D y el pico G del espectro se encuentran solapados como se ve en
la figura 3.23, lo que junto a la ausencia del pico 2D nos indica que el carbono que
recubre las nanoparticulas es amorfo, (Andrea C. Ferrari 2007) en buen acuerdo con las
imagenes de TEM y el espectro de difraccion de rayos X. El pico a 682 cm™ corresponde
a la banda Aiy de la magnetita, que es el mas intenso de los cinco modos Raman

asociados a su estructura de espinela (Shebanova and Lazor 2003)(Song et al. 2012).
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Figura. 3.23.B. Espectro Raman de nanoparticulas de Fes04@C (linea negra);
la linea roja corresponde al espectro teorico y las lineas verdes al ajuste de
Lorentz. La banda correspondiente al modo Aig de la magnetita se observa

junto con las bandas D y G de carbono amorfo.

3.2.4 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS)

Se ha utilizado la espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS) para determinar la
cantidad de hierro presente en las nanoparticulas de FesO.@C siguiendo diferentes
protocolos presentes en la literatura y de acuerdo con lo explicado en el Capitulo I1:

Materiales y métodos (Adams 1995).

Una vez obtenida la cantidad de hierro, se ha supuesto que todo él se encuentra en forma
de magnetita en el ndcleo de las nanoparticulas. Los valores de magnetita asi obtenidos

en todas las muestras sintetizadas estan entre 50-60 en peso%.

Estos resultados estan de acuerdo con los observados por diferentes técnicas (rayos X,

Raman, TEM), donde se ponia de manifiesto claramente que las nanoparticulas ademéas
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de magnetita estdn compuestas por mas materiales, como el carbono amorfo que recubre
todas las nanoparticulas.

3.2.5 Caracterizacion magnética — medidas de imanacion

Las medidas de imanacidn se llevaron a cabo tanto en el magnetometro SQUID como
en el magnetometro VSM, en muestras en polvo. La curva de imanacion a temperatura
ambiente se presenta en la figura 3.24. En ella se observa que, al maximo campo
aplicado (3 T), las nanoparticulas de Fe;0.@C tienen una imanacién que esté cercana
a lasaturacion y es igual a 90.22 emu/g. Este valor se ha calculado a partir de la cantidad
de hierro obtenida en el andlisis espectroscopia de UV-Vis (ver parrafo anterior). La
imanacion de nuestras nanoparticulas es aproximadamente igual a la de la magnetita
pura (92 emu/g (Rochelle M. Cornell 2006)) y por tanto se confirma, junto con los
resultados de difractometria de rayos X de la figura 3.19 que, en efecto, el nicleo de las

nanoparticulas es fundamentalmente magnetita.
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Figura 3.24. Isoterma de imanacion a temperatura ambiente de una muestra
de nanoparticulas de Fez0s@C.
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Las pequefas diferencias entre el valor de la imanacion obtenido experimentalmente
respecto al de la magnetita pura podrian deberse a la presencia en el nucleo de otras
fases como la maghemita. Ademas en medidas llevadas a cabo en nuestras muestras
sintetizadas por el mismo método, se han obtenido valores de magnetizacion de
saturacion ligeramente diferentes, lo que achacamos pequefias variaciones de la

temperatura de sintesis, que pueden afectar a la cristalinidad del nucleo (Liu et al. 2016).

El pequefio campo coercitivo que se observar en la ampliacion de la regién de bajo
campo presentada en la figura 3.25, (~ 1.5 Oe) corresponde al campo de compensacion
(offset field) que queda de forma residual en la bobina superconductora, después de
medir en un campo tan alto como 3 T (Buchner et al. 2018). Por lo tanto, este campo
coercitivo solo es aparente y no es un signo de comportamiento histérico por lo que las

nanoparticulas de Fe;0,@C a temperatura ambiente son superparamagnéticas.

2 : :
Fe O @C
15| 34 |
| T=300K )
05 | // ]
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-2 1 1
-10 -5 0 5 10

Campo Magnético, H (Oe)

Figura 3.25. Ampliacion de la regién a bajo campo de la isoterma de
imanacion a temperatura ambiente. Las flechas indican la variacion del
campo magnético.
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Para saber la temperatura de bloqueo de las nanoparticulas se realizaron medidas de
imanacién en funcién de la temperatura después de someter la muestra a procesos de
enfriamiento a campo cero y de enfriamiento con campo magnético (i.e., procesos Zero
Field Cooling/ Field Cooling, ZFC/FC). Las medidas se realizaron antes y después de
la etapa de recubrimiento con el carbono (ver descripcion del proceso de sintesis en el

Capitulo 11: Materiales y métodos).
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Figura 3.26. Imanacién en funcion de la temperatura en procesos ZFC/FC, de
las nanoparticulas FezO4 obtenidas por co-precipitacion (sin recubrir). El
campo aplicado durante las medidas es de 50 Oe.

Las medidas antes de recubrir las nanoparticulas se llevaron a cabo en la muestra en
fase liquida resultante de la etapa de co-precipitacion. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 3.26. Las curvas ZFC y FC se superponen por encima de 225 K
por lo que la temperatura de bloqueo de las nanoparticulas de Fes0.@C se encuentra
alrededor de 230 K. Esto nos confirma que por encima de esta temperatura, (y por tanto,
también a temperatura ambiente, en buen acuerdo con la isoterma en la figura 3.24), las

nanoparticulas son superparamagnéticas.
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Figura 3.27. Imanacién en funcion de la temperatura en procesos ZFC/FC de
las nanoparticulas Fes0s@C, realizadas aplicando un campo de 50 Oe. Las
flechas sefialan la temperatura de la transicion de Verwey (Tverwey).

Tras el recubrimiento, las medidas se llevaron a cabo en la muestra en polvo resultante
de la etapa de sintesis hidrotermal. Se observa en la figura 3.27 que, alrededor de 110
K aparece una anomalia que esta asociada a la transicion de Verwey que aparece en la
magnetita bulk cuando esta sufre una distorsioén cristalografica pasando de un
ordenamiento cubico a una estructura monoclinica (lizumi 1979)(Verwey 1939).
Comparando estos resultados con los de la figura 3.26, vemos que en las curvas ZFC-
FC correspondientes a la magnetita sin recubrir no aparecen signos claros de la
transicion de Verwey, lo que indica que en la etapa de co-precipitacion se obtiene una
magnetita defectuosa/no estequiométrica. Para investigar el papel de la reaccion de
recubrimiento en la formacion de nanoparticulas de magnetita con propiedades
similares a la bulk, las medidas ZFC-FC también se realizaron en los polvos obtenidos
después de calentar las nanoparticulas obtenidas por co-precipitacion en el autoclave a
190 °C pero sin afiadir los reactivos empleados en la sintesis hidrotermal (es decir, no

se afladio sacarosa ni CH;COONH,). Como resultado se obtuvo un polvo rojizo y no
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magneético, lo que indica que este calentamiento en el autoclave condujo simplemente a
la oxidacion de las nanoparticulas a hematita (Barrero et al. 2001) y no a su
recristalizacion. Como demuestran nuestros resultados, la transformacion que tiene
lugar en la segunda etapa de nuestra sintesis (etapa de recubrimiento) no es (solo) una
recristalizacion de los nucleos defectuosos de magnetita por difusion térmica de los
atomos de hierro y oxigeno. Dado que la aparicidn de la transicion de Verwey depende
criticamente del contenido de oxigeno de la magnetita (Bhat and Kumar 2017), nuestros
resultados sugieren que durante el recubrimiento de los nlcleos obtenidos por co-
precipitacion se produce una reaccién de reduccién que da como resultado
nanoparticulas de magnetita altamente estequiométrica, con propiedades bulk y

altamente cristalinas, como muestra la figura 3.21.

3.2.6 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X. (XPS)

Al igual que las nanoparticulas de Fe@C, las nanoparticulas de Fes0.@C se han

analizado mediante espectroscopia XPS.
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Figura 3.28. Andlisis XPS de las nanoparticulas de FesOs@C.
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Las medidas se realizaron sobre unas muestras en polvo, con una fuente de rayos X
(Mono Al Ka 120W (8 mA/15 kV)) a una presion reducida de menos de 10° Torr y una
zona de analisis de 700x300 um. Los experimentos se realizaron en el Instituto de

Nanociencia de Aragdn de la Universidad de Zaragoza.

Como se observa en el espectro de la figura 3.28, aparecen cuatro picos
correspondientes a: la energia de enlace del carbono 1s (cerca de los 300 eV (Johansson
et al. 1973)); la energia de enlace del nitrégeno 1s (en torno a 400 eV) (Wagner et al.
1979); la energia de enlace del oxigeno 1s (en torno a 530 eV) (Wagner et al. 1979) v,
a la energia de enlace del hierro tipo Fe (0) 2ps. (a los 700 eV (EImi, Guggenheim, and
Gieré 2016)). La pequefia contribucion del nitrégeno (8.63 %), es debida a impurezas
de CH3s-COONHj,* utilizado en la sintesis hidrotermal (Wagner et al. 1979).

El espectro que se muestra difiere del espectro que se obtuvo para las nanoparticulas de
Fe@C. Mientras que en el espectro de las nanoparticulas de Fe@C se observaba un pico
muy intenso y mayoritario, correspondiente al carbono, aqui los picos tienen una
intensidad muy similar (excepto el asociado a las impurezas conteniendo nitrégeno). La
cantidad de carbono disminuye respecto a la encontrada en el caso de las nanoparticulas
de Fe@C, pasando a ser solo del 45%. Sin embargo las cantidades de hierro y de

oxigeno aumentan hasta un 15 y un 30% respectivamente.
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Figura 3.29. Analisis mediante espectroscopia XPS a 500 eV y 2700
acumulaciones.

Estos cambios en el espectro respecto al de las nanoparticulas de Fe@C se deben a que
la composicion de las nanoparticulas no es la misma, como se ha observado mediante

difraccion de rayos X y mediante espectroscopia Raman.

Al continuar irradiando la muestra con electrones, se obtiene un espectro como el de la
figura 3.29, en el que, en comparacién con el mostrado en la figura 3.28, disminuye la
cantidad de carbono y aumenta el porcentaje de hierro y oxigeno. Esto nos indica que
al irradiar con electrones se eliminan capas de la superficie de la muestra y vamos
acercandonos progresivamente al nicleo de magnetita. La disminucion de la
contribucién de carbono en el espectro XPS indica que, tal y como se ha mostrado en
las imagenes de TEM (figura 3.20-21) el ndcleo de las nanoparticulas esta recubierto de

carbono.
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La presencia de hierro y oxigeno en una relacion casi similar esta en buen acuerdo con

la suposicion de que el nicleo magnético sea de FesO..
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Figura 3.30. Analisis del Fe presente en las nanoparticulas de Fes0.@C
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mediante espectroscopia XPS. En la figura 3.30.A el ajuste suponiendo que el
nucleo de las nanoparticulas es de magnetita y en la figura 3.30.B el ajuste

suponiendo que es de magnetita con una cantidad libre de Fe3*y Fe?*.

Para confirmar la composicion del nicleo de las nanoparticulas se analiza el pico de

hierro que aparece en torno a 710 eV. En la figura 3.30 se muestran los dos mejores
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ajustes obtenidos en el analisis. Ambos presentan una desviacion estandar en torno al
2%. El ajuste de la figura 3.30.A, con una desviacidn estandar igual a 2,09%) se obtiene
suponiendo que el hierro se encuentra en forma de magnetita (Wagner et al. 1979). El
pico en torno a 710 eV corresponderia al Fe 2ps.. Ademas, esta previamente publicado
que en el caso de la magnetita, este pico no presenta picos satélites (‘Yamashita and
Hayes 2008)(Hawn and DeKoven 1987)(Muhler, Schlggl, and Ertl 1992), al igual que
sucede en el espectro de la figura 3.30 (A).Este ajuste mejora ligeramente (desviacion
estandar 1,54%), cuando se realiza suponiendo que la muestra contiene una magnetita
con una cierta cantidad libre de Fe?* y Fe®* (figura 3.30.B), en concreto, considerando

un exceso de Fe** (con una desviacion estandar <2%).

Los ajustes suponiendo que el nicleo de la muestra esta formado por y-Fe2Os 0 por
6xido de hierro (1) (i.e., FeO) se presentan en la figura 3.30. Estos ajustes también son
buenos, pero su desviacion estandar es mayor que la obtenida en los casos en los que se
ha supuesto que el nucleo de las nanoparticulas estd formado por magnetita, mostrados

anteriormente.
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Figura 3.31. Analisis del Fe presente en las nanoparticulas de Fes04s@C
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mediante espectroscopia XPS. En la figura 3.31.A el ajuste suponiendo que el

nucleo de las nanoparticulas es de Fe2O3 y en la figura 3.31.B el ajuste

suponiendo que es de FeO.

De acuerdo con la literatura, el pico de Fe 2ps- del y-Fe,Os; presenta un satélite,

localizado aproximadamente a una energia 8 eV mayor (Yamashita and Hayes
2008)(Hawn and DeKoven 1987)(Mubhler, Schldgl, and Ertl 1992). Este pico (en marrdén

en el ajuste mostrado en la figura 3.31.A) no aparece en el espectro obtenido

experimentalmente (en rojo). Lo mismo ocurre para el ajuste suponiendo que el nicleo

de las nanoparticulas estd compuesto de FeO. De acuerdo con la literatura, el pico Fe
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2psrz en el FeO presenta un satélite en 718 eV (Mills and Sullivan 1983) (en marrén en
el ajuste mostrado en la figura 3.31.B) que el espectro correspondiente a nuestra muestra
tampoco presenta. Por tanto las medidas de XPS confirman que el ndcleo de las
nanoparticulas es esencialmente magnetita pero, tal como se ha ido mostrando
anteriormente, con la contribucion de otras fases como maghemita u 6xido de hierro

().

También se ha estudiado mediante XPS el cambio que se produce en la estructura del
nucleo magnético tras realizar proceso de recubrimiento con carbono mediante sintesis
hidrotermal y que ha sido puesto de manifiesto mediante las medidas de imanacion (ver
seccion anterior). Para ello se ha analizado una muestra de nanoparticulas sin recubrir
(i.e., las obtenidas mediante coprecipitacion). El espectro correspondiente entorno a la
energia de enlace del Fe se muestra en la figura 3.32. EI mejor ajuste se obtiene

considerando que las nanoparticulas estan compuestas de y-Fe;Os.
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Figura 3.32. Ajuste para Fe.Oz3 del hierro de las nanoparticulas de Fes04s@C
antes de su recubrimiento hidrotermal.

Como se puede ver en la figura 3.32 ademas del pico principal en torno a 710 eV, se

observa un hombro en torno 720 eV, que en el andlisis de las nanoparticulas recubiertas
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(figuras 3.30-3.31), no se observaba. Este hombro, es un satélite del pico Fe 2ps tipico
del espectro de y-Fe;Os (Yamashita and Hayes 2008)(Hawn and DeKoven
1987)(Muhler, Schlégl, and Ertl 1992). Por tanto concluimos que las nanoparticulas
obtenidas en la etapa de coprecipitacion son mayoritariamente de maghemita, lo que
esta en buen acuerdo con la ausencia de la anomalia asociada a la transicion de Verwey
en las medidas de imanacion en funcién de la temperatura presentadas en la seccion
anterior. La aparicion de dicha anomalia en la imanacion obtenida en el ciclo ZFC-FC
obtenidos utilizando nanoparticulas recubiertas, indica que durante el proceso de
recubrimiento por sintesis hidrotermal ocurre un reordenamiento de la estructura de los
nacleos magnéticos pasando de un nucleo mayoritariamente de y-Fe»Os, a un nicleo de

magnetita cristalina.

3.2.7 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Mediante la dispersion dindmica de luz se han obtenido los valores de didmetro

hidrodinamico de las particulas en suspension, utilizanden este caso agua.

100-
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Figura 3.33. Estimacion DLS del diametro hidrodindmico de las particulas
Fe304@C en suspension acuosa.

El resultado de la medida se recoge en el histograma de la figura 3.33, que nos muestra
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dos poblaciones diferenciadas, una con un didmetro hidrodindmico en torno a 150 nmy
otra en torno a 375 nm, siendo esta Ultima la que aparece en mas alta proporcién. Estos
valores son inferiores a los obtenidos en el caso de las nanoparticulas de Fe@C. Un
tamafio de particula inferior, favorece la estabilidad de las nanoparticulas de Fe;0.@C
en disolucion. No obstante, tras unas horas las nanoparticulas precipitan y necesitan de
una funcionalizacion quimica, como la explicada en el Capitulo 1V: Caracterizacion
fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C funcionalizadas, para su
estabilidad.

3.2.8 Coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR)

Se ha medido el coeficiente de absorcion especifica de potencia de las nanoparticulas
de Fes04@C en disoluciones de H,O, a diferentes valores de campo magnético y a
diferentes frecuencias, obteniendo los mejores resultados a un campo magnético de 300
Gauss y a una frecuencia de 578 kHz. La variacion de la temperatura de la suspension
en funcion del tiempo se representa en la figura 3.34. El coeficiente de absorcién
especifica de potencia correspondiente a diferentes suspensiones acuosas de
nanoparticulas de Fe;O,@C se ha calculado segun la ecuacion 3.3, obteniéndose valores
entre 170 y 200 W/g. En este caso el SAR es mayor que el obtenido en el caso de
suspensiones acuosas de nanoparticulas de Fe@C. Como ya se ha comentado, el tamafio
de particula y la anchura de la distribucién de tamafio juegan un papel fundamental en
el valor del SAR obtenido para una amplitud y frecuencia del campo magnético dadas.
De este modo, la polidisperisidad conduce a bajos valores de SAR (Torres et al. 2019).
Como se ha visto en los respectivos analisis mediante TEM, la distribucion de tamafios
de las muestras de nanoparticulas de Fe;O.@C (figura 3.22) es més estrecha que la de
las muestras de nanoparticulas de Fe@C (figura 3.6). Esto es debido a que el método
utilizado para la sintesis de las nanoparticulas de Fe;0.@C permite un mayor control
del tamafio que en el caso de la sintesis en el horno de arco utilizado en la preparacion

de las nanoparticulas de Fe@C.
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Figura 3.34. Medida del aumento de temperatura en funcion del tiempo, de una
muestra de FesO04@C a 300 Gauss y 578 kHz (puntos rojos). La linea de puntos
corresponde al ajuste lineal de la zona de la curva de calentamiento
considerada para el calculo del SAR.

La mayor homogeneidad de tamafios podria ser la causa de que los valores de SAR sean
mas altos para las suspensiones de nanoparticulas de Fes0.@C que para las de Fe@C
(Yamamoto et al. 2014). Ademas, las diferencias entre los recubrimientos de los dos
tipos de nucleos podrian también traducirse en diferencias en el proceso de relajacién
de Brown de las nanoparticulas en suspension, lo que también explicaria las diferencias

observadas en los valores de SAR.

3.3 Conclusiones

Se han sintetizado dos tipos de nanoparticulas magnéticas tipo core-shell con
recubrimiento de carbono, mediante dos métodos de sintesis diferentes. Las
nanoparticulas presentan nucleos diferentes, dependiendo del método utilizado: el
nlcleo de las sintetizadas por el método fisico (Fe@C) es Fe% con una pequefia

contribucion de FesC; y el de las sintetizadas por el método quimico (FesO.@C) es de
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Fes0a4, con una pequefia contribucion de otras fases magnéticas como la y-Fe,Os La alta

cristalinidad del nucleo de a-Fe ha sido confirmada por espectroscopia Raman.

Ademas, el recubrimiento de las nanoparticulas es también distinto. Mientras que en las
nanoparticulas de Fe@C el nicleo magnético se encuentra encapsulado por capas de
carbono cristalino, en las nanoparticulas de Fes0.@C es una fina capa de carbono

amorfo la que rodea las nanoparticulas.

Aungue los tamafios son similares, las nanoparticulas de Fes0.@C son méas pequefias
que las de Fe@C, lo que es valido también para los agregados que se forman. EI menor
tamafio favorece la estabilidad de las FesO4@C frente a las de Fe@C en disoluciones

acuosas.

El comportamiento magnético de los dos tipos de nanoparticulas también es diferente.
Las nanoparticulas de Fe@C tienen un comportamiento ferromagnético a temperatura
ambiente, mientras que las nanoparticulas de Fes0,@C tienen un comportamiento
superparamagnético a temperatura ambiente. La existencia de la anomalia asociada a la
transicion de Verwey en los ciclos ZFC/FC demuestran que el nicleo de estas
nanoparticulas es mayoritariamente una magnetita de alta cristalinidad. La presencia de

magnetita ha sido confirmada mediante espectrocopia Raman.

Finalmente, los valores del coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR) son
mayores para las nanoparticulas de Fes0.@C que para las de Fe@C. Esto indica que el
tamafio de particula y la anchura de la distribucion de tamafio de las nanoparticulas de
Fes04@C, asi como sus propiedades magnéticas estdn mas cerca de los valores dptimos
que maximizarian el valor del SAR para los valores de amplitud y frecuencia del campo

magnético utilizado en nuestros experimentos.
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Capitulo 1V: Caracterizacion fisico-
guimica de nanoparticulas de Fe@C
y Fes04@C funcionalizadas

En este capitulo se presenta la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de
Fe@C vy Fes0.@C funcionalizadas con diferentes compuestos organicos
(dopamina/acido caféico) y diferentes polimeros (Poly-L-Lisina, PEG-NH;, NH»-PEG-
NH) mediante la metodologia expuesta en el Capitulo 1I: Materiales y métodos. El
objetivo de esta funcionalizacion es obtener suspensiones acuosas estables de ambos
tipos de nanoparticulas que las hagan adecuadas para su aplicacion en biomedicina. Por
ello, la caracterizacion que se expone en el presente capitulo incluye también la medida
del coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR) de las suspensiones
obtenidas, con el objetivo de determinar si alguna de ellas pudiese ser el punto de partida

de un nuevo tipo de agentes de calentamiento para hipertermia magnética.
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Introduccion

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C las convierte
en potenciales candidatas para diferentes aplicaciones en biomedicina, como por
ejemplo en resonancia magnética nuclear (Cardoso et al. 2018)(Pankhurst et al.
2003)(Sun, Lee, and Zhang 2008), hipertermia magnética (Cardoso et al.
2018)(Pankhurst et al. 2003)(Sun, Lee, and Zhang 2008)(Jae-hyun Lee et al. 2011)(C.
S. S. R. Kumar and Mohammad 2011) o liberacion de farmacos (Cardoso et al.
2018)(Sun, Lee, and Zhang 2008)(C. S. S. R. Kumar and Mohammad 2011). Muchas
de estas aplicaciones requieren su administracién por via intravenosa o bien
directamente en el lugar donde se desea que estas nanoparticulas cumplan su funcion de
diagndstico o tratamiento (Alexiou et al. 2000)(Mornet et al. 2004). Para ello es
necesario obtener suspensiones de nanoparticulas en agua o en otros medios
biocompatibles, en las que las nanoparticulas sean estables preferiblemente a pH neutro
y no se agreguen (Berry 2005). Sin embargo, la mayoria de las nanpoparticulas en
suspensiones acuosas tienen tendencia a agregarse por lo que su superficie debe ser
funcionalizada para evitar que esto ocurra. Esto es especialmente necesario en el caso
de los nanotubos de carbono y de las nanoparticulas recubiertas de material carbonoso,

dado su caracter hidrofobo.

Entre los métodos utilizados para mejorar la dispersion de estos nanomateriales estan
por ejemplo algunos tratamientos con &cido a altas temperaturas, o la dispersion por
ultrasonidos (Vaisman, Wagner, and Marom 2007)(Nishijo et al. 2006)(Taylor et al.
2010), aunque presentan el inconveniente de que pueden introducir defectos que
impliguen la pérdida o modificacion de las propiedades fisicoquimicas del material.
Otros métodos se basan en la utilizacion surfactantes funcionales (como los basados en
derivados de perileno (Ernst et al. 2017)(Ernst et al. 2012), o polimeros anfifilicos, como
por ejemplo el poly(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) (PMAOQO), combinados con
polimeros como el polietilenglicol (PEG) (Fernandez-Pacheco Chicon 2008)(Marquina
and Ibarra 2020). Otras alternativas recurren a la utilizacién de polimeros como el
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poly(vinyl alcohol) (PVA) (Aguil6-Aguayo et al. 2014), debido a su probada no
toxicidad, biocompatibilidad, solubilidad en agua y biodegradabilidad (Paradossi et al.
2003).

En nuestro caso se decidi¢ utilizar otros compuestos organicos (dopamina y acido
cafeico) asi como polimeros (Poly-L-Lisina, PEG) como una nueva alternativa de
funcionalizacion de las nanoparticulas magnéticas Fe@C y Fe;O,@C. Esta
funcionalizacion se realiza mediante una sintesis quimica muy sencilla, utilizando
reactivos muy comunes y baratos, en condiciones de reaccion no agresivas y que ademas
es muy fécil de reproducir (ver Capitulo Il: Materiales y métodos). La dopamina y el
acido caféico (ambos compuestos conteniendo un grupo catecol) se han utilizado con
éxito como recubrimiento de distintos sustratos de diferentes materiales tanto organicos
como inorganicos (e.g., metales nobles, SiO,, TiO; y otros éxidos, polimeros, ceramicas
etc.), de formas variadas y complejas, substratos con los que forma fuertes enlaces
covalentes y no covalentes (H. Lee, Scherer, and Messersmith 2006)(H. Lee and Miller
2007). En particular, se han utilizado también para la funcionalizacion de nanoparticulas
magnéticas (Gao et al. 2014)(Bordet et al. 2019)(Amstad et al. 2009)(Peng et al. 2006)
(De Montferrand et al. 2013)(Sangnier et al. 2019).

En el caso particular de la dopamina, la coexistencia del grupo catecol y el grupo amino
parece ser crucial para su adhesion a un variado espectro de materiales (H. Lee and
Miller 2007). Ademas, como es bien conocido, la funcionalizacion con compuestos con
grupos amino (R-NH2) y grupos carboxilo (R-COOH) terminales (como ocurre en la
dopamina y el acido cafeico respectivamente) permite la union con otros compuestos
con grupos carboxilo o amino mediante enlaces fuertes, de tipo peptidico (Stryer, Berg,
and Tymczko 1993), como el que tiene lugar en la formacién de proteinas. Por ello, la
dopamina y el acido cafeico constituyen una plataforma muy versatil para reacciones
secundarias, y los recubrimientos con estos materiales son faciles de funcionalizar.
Eligiendo las moléculas apropiadas, estos materiales pueden utilizarse en multitud de

aplicaciones (H. Lee and Miller 2007). Por lo que respecta a su aplicacion en
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biomedicina y biologia, la dopamina y el &cido caféico son moléculas biocompatibles.
Entre otras caracteristicas, los recubrimientos de polydopamina pueden a su vez
funcionalizarse para evitar interacciones bioldgicas inespecificas con biomoléculas no
deseadas, o por el contrario, pueden funcionalizarse para que se unan con una alta
especificidad, por ejemplo, a receptores de la superficie de células tumorales (H. Lee
and Miller 2007), o a determinadas proteinas (Xu et al. 2004). Experimentos in vitro
llevados a cabo con nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con &cido caféico y
acido folico han demostrado su potencial como agentes de contraste para imagenes
obtenidas mediante resonancia magnética y para reconocimiento selectivo de células

tumorales que expresan receptores de acido folico (Jun Lee, Sub, and Na 2016).

En nuestro caso, mediante los protocolos expuestos en el Capitulo Il:Materiales y
métodos de esta tesis, se ha buscado unir la dopaminay el &cido cafeico a Poly-L-Lisina
y a polimeros PEG (PEG-NH2/NH,-PEG-NH>), de manera que se adsorban sobre la
capa de carbono que recubre el nacleo magnético de las nanoparticulas Fe@C y
Fes04@C, aportandoles estabilidad y solubilidad en agua, sin disminuir su
biocompatibilidad (Wan et al. 2015)(Bordet et al. 2019). La Poly-L-Lisina contiene
aminoéacidos esenciales para el ser humano (Nelson, D., Cox 2008) y ademas, favorece
la internalizacion celular de las nanoparticulas (Babic et al. 2008)(Riggio et al. 2012).
Por otra parte, el PEG es un poliéter diol lineal biocompatible (Bailey and Koleske
1976)(Davidson 1980), soluble tanto en medios acuosos como organicos (Davidson
1980)(Mutter, M., and Bayer 1979), no toxico, de bajas inmunogenicidad y
antigenicidad (Dreborg, S., and Akerblom 1990) y buena cinética de excrecion
(Yamaoka, Tabata, and lkada 1994). Todo ello lo hace idoneo para una gran variedad
de aplicaciones, en particular para la funcionalizacion de nanoparticulas con
aplicaciones en biomedicina (Harris 1992)(Monfardini and Veronese 1998)(Chen et al.
2018)(Mu et al. 2017)(Smolensky et al. 2011).

En la funcionalizacion desarrollada en el Capitulo Il: Materiales y métodos se ha

buscado la formacion de una amida (Smith and March 2001) haciendo uso de que, en



Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe30,@C funcionalizadas 192

principio, la dopamina y el acido cafeico permiten esta unién con los grupos terminales
de la Poly.L-Lisina y del PEG. A continuacion se presenta la caracterizacion fisico-
guimica de las nanoparticulas Fe@C y FesO,@C funcionalizadas con dopamina/Poly-
L-Lisina, dopamina/PEG-NH; y acido caféico/NH, PEG-NH,. Para ello se ha seguido
una metodologia similar a la utilizada en el caso de las nanoparticulas sin funcionalizar

(Capitulo I11: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe;04@C).

4.1 Caracterizacion de nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/Poly-
L-Lisina

4.1.1 Nanoparticulas Fe@C

En la figura 4.1 (A) se presenta un andlisis comparativo de las nanoparticulas de Fe@C
antes y después de la funcionalizacion realizado mediante difraccion de rayos X. En el
difractograma correspondiente a las nanoparticulas funcionalizadas se puede ver como
las sefiales correspondientes al hierro son mucho menos intensas que en el difractograma
correspondiente a las nanoparticulas sin funcionalizar. Esto se debe a que al recubrirlas,
la cantidad de hierro disminuye respecto a la de polimero. No obstante se distingue
claramente el pico correspondiente a la fase a-Fe a 44,5°, lo que indica que el protocolo
utilizado para la funcionalizacion no altera el ndcleo de las nanoparticulas. Ademas, en
el difractograma correspondiente a las nanoparticulas funcionalizadas se confirma la
presencia de la dopamina por la aparicion de un hombro pronunciado entre 20-30° (Luo
et al. 2015). Esta intensa sefial enmascara un pico en 22° correspondiente a la Poly-L-

Lisina (Spoerke and Stupp 2005) asi como los debidos al Fe y su capsula grafitica.
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Figura 4.1. Difractograma de Rayos X (A) y espectro FTIR (B) de las
nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina.

También mediante FTIR (figura 4.1.B), se confirma la presencia de la dopamina y Poly-
L-Lisina en las nanoparticulas funcionalizadas. La banda ancha alrededor de 3200 cm'*
corresponde a las vibraciones de torsién de los enlaces N-H en la Poly-L-Lisina
(Spoerke and Stupp 2005)(Lambert et al. 1987)(Socrates 2001) y los dos picos alrededor
de 2900 y 2800 cm™ corresponden a las vibraciones de alargamiento simétrico y
asimétrico respectivamente de los carbonos CH; de las cadenas de dopamina y Poly-L-
Lisina (Spoerke and Stupp 2005)(Luo et al. 2015). Ademas aparecen dos sefiales a 1650
y 1530 cm™ correspondientes a las amidas de la Poly-L-Lisina (Spoerke and Stupp
2005)(Lambert et al. 1987)(Socrates 2001). Por Gltimo, el pico intenso en 1000 cm*
corresponde al enlace entre el carbono de las nanoparticulas y los grupos OH de la

dopamina que permite el anclaje del polimero a las nanoparticulas (Kang et al. 2018).

Dado que la difraccién de rayos X no pueden proporcionar informacién sobre la
estructura grafitica se ha recurrido a la espectroscopia Raman con el fin de comprobar
si el recubrimiento de capas de grafeno que rodea las nanoparticulas de Fe@C se ve

afectado por la funcionalizacion,
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Figura 4.2. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina/Pol-L-Lisina (B).D, G
y 2D corresponden al recubrimiento en capas de grafeno del nacleo de hierro.

En la figura 4.2 se muestra el espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C sin
funcionalizar (figura 4.2.A) y funcionalizadas (figura 4.2.B). EI mayor cambio que se
observa con la funcionalizacion es el aumento de la intensidad de la sefial en torno a
1350 cm (pico D correspondiente a los defectos en la superficie del grafeno) respecto
a la sefial en torno a los 1600 cm™ (correspondiente al pico G del grafeno) (Ferrari and
Basko 2013). Estas sefiales, se asemejan al espectro de la dopamina donde en estas
mismas posiciones (1350 y 1580 cm™) aparecen dos picos solapados de igual intensidad,
asociados a la deformacion del catecol (V. Kumar et al. 2012). La Poly-L-Lisina posee
sus sefiales mas intensas a 1220 cm* (solapada con las sefiales de la dopamina), 1440
cm?y 1660 cm™ y estan asignadas respectivamente a la banda de amida I11, al modo de
flexion (bending) del metileno y a la banda de amida I, respectivamente (V. Kumar et
al. 2012)(Carrier and Pezolet 1978)(Kitahama, Nagahiro, and Tanaka 2017). Los picos
correspondientes estarian enmascarados en las sefiales presentes en la zona del espectro
entre aproximadamente 1200 cm* y 1700 cm™ junto con los picos D y G que provienen
de recubrimiento de capas de grafeno y la contribucion de la dopamina. En el espectro

de la figura 4.2 (B) se distingue claramente el pico 2D que también aparece en el
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espectro de las nanoparticulas sin funcionalizar y que no se observa en los espectros de
la dopamina y Poly-L-Lisina publicados en la literatura. Esto sugiere que después de la
funcionalizacion se mantiene el recubrimiento en capas grafiticas del nacleo de hierro,
junto con el polimero que recubre las nanoparticulas, que posee un carbono menos
cristalino que el de dichas capas de grafeno. Por tltimo el pico que aparece a 620 cm
pertenece al espectro Raman de la Poly-L-Lisina (Kitahama, Nagahiro, and Tanaka
2017).

En la imagen 4.1 se presenta una imagen obtenida mediante TEM de nanoparticulas
antes (A) y después de su funcionalizacion (B). Comparando varias imagenes de ambos
tipos se observa que la funcionalizacion ha permitido una mejor dispersion de las
nanoparticulas, disminuyendo el tamafio de los agregados, y que estos son mas

regulares.

Imagen 4.1. Imagen comparativa de las nanoparticulas de Fe@C sin
funcionalizar (A) y una vez funcionalizadas (B).

Los valores que se obtienen por la técnica de DLS (figura 4.3), nos confirman la
disminucién de tamafio de los agregados presentes en la muestra cuando las

nanoparticulas se encuentran en suspension acuosa. Como se ha visto en el Capitulo I11:



Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe30,@C funcionalizadas 196

Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C las
nanoparticulas de Fe@C en suspensidn acuosa sin funcionalizar forman dos poblaciones
de agregados: una con agregados de didmetro hidrodinamico en torno a los 200 nm, y
otra mas numerosa, formada por agregados de hasta 800 nm. Después de la
funcionalizacion con dopamina/Poly-L-Lisina esta Ultima poblacién disminuye
drasticamente, al igual que la poblacion con diametro medio 200 nm. Lo que se observa
son agregados cuyo tamafo sigue una distribucion ancha, con didmetro hidrodindmico

medio centrado en 400 + 23,7 nm.
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Figura 4.3. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension acuosa
de nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina y Pol-L-Lisina,
obtenida mediante DLS.

Un indicador de la estabilidad de las nanoparticulas en suspension es el potencial Z. Las
medidas de potencial Z de las muestras funcionalizadas a pH 7, dan unos valores de
alrededor de -75 mV, en buen acuerdo con lo reportado por otros autores para
nannoparticulas funcionalizadas con Poly-L-Lysina (Riggio et al. 2012). Esto estaria de

acuerdo con la estabilidad de estas nanoparticulas en suspensiones acuosas.

En la imagen 4.2 se presenta una comparacion de una suspension de nanoparticulas de

Fe@C en agua, antes (A) y después (B) de su funcionalizacion con dopamina/Poly-L-
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Lisina. Antes de la funcionalizacién las nanoparticulas precipitan a los pocos minutos,

mientras que después de la funcionalizacién se mantienen estables durante 24 horas.

Imagen 4.2. Nanoparticulas de Fe@C sin funcionalizar (A) y funcionalizadas
con dopamina/Poly-L-Lisina en suspension acuosa (B) después de 24 horas.

Una vez obtenida una suspension estable y para comprobar si las nanoparticulas
funcionalizadas pueden utilizarse como agentes de calentamiento para hipertermia
magnética, se ha medido la coeficiente de absorcion de potencia (SAR). La medidas se
han realizado aplicando campos magnéticos alternos de amplitud hasta 300 Gauss y
frecuencia hasta 578 kHz. Tanto para las nanoparticulas sin funcionalizar como para las
funcionalizadas, los maximos valores de SAR se han obtenido para el maximo de
amplitud y frecuencia del campo aplicado. En la figura 4.4 se representa el incremento
de temperatura en funcién del tiempo de una suspension acuosa de nanoparticulas de
Fe@C sin funcionalizar (A) y de nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/Poly-L -
Lisina (B). A partir de estos valores el valor del SAR se ha calculado segun la ecuacion
3.3 (ver Capitulo Ill: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y
Fes0.@C).
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Figura 4.4. Aumento de temperatura en funcion del tiempo para el calculo del
SAR de una suspension acuosa de nanoparticulas de Fe@C (A) y de Fe@C
funcionalizadas con dopamina/Pol-L-Lisina (B). Las medidas se han realizado
aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a una
frecuencia de 578 kHz. En rojo se representan los puntos experimentales; en
negro, el ajuste lineal utilizado para el calculo del SAR.

Si para suspensiones acuosas de las particulas de Fe@C se obtienen siempre unos
valores de SAR entre 60-80 W/g, tras realizar la funcionalizacion, estos valores llegan
hasta casi 150 W/g. Como se ha comentado en el Capitulo 111: Caracterizacion fisico-
quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C, el bajo valor de SAR obtenido en el
caso de las nanoparticulas sin funcionalizar podria ser debido a la existencia en la
suspension de agregados de nanoparticulas de elevado didmetro hidrodinamico. Esto
disminuiria la relajacion de Brown, uno de los mecanismos que gobiernan la absorcién
de potencia y que se debe a la dindmica que induce el campo electromagnético aplicado
en nanoparticulas en que el momento magnético sigue la dinamica de la nanoparticula,
fijado por anisotropia magnetocristalina (la rotacion del momento magnético daria
lugar a un mecanismo diferente conocido como relajacion de Neel) (Torres et al. 2019).
El aumento de SAR observado cuando se utiliza una suspensién de nanoparticulas
funcionalizadas esta en buen acuerdo con la disminucion del tamafio de los agregados

que se observa después de la funcionalizacion con dopamina/Poly-L-Lisina, y sugiere
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que la relajacion de Brown es el principal mecanismo de la absorcion de potencia en
este tipo de nanoparticulas. Una futura optimizacion del protocolo de funcionalizacién
para reducir todavia mas el tamafio de los agregados y lograr una distribucion mas
estrecha de sus diametros hidrodindmicos abre una via para la obtencion de valores de
SAR mas elevados y para la utilizacion de este tipo de nanoparticulas en la terapia

basada en la hipertermia magnética.

4.1.2 Nanoparticulas FesO1@C

Las nanoparticulas de Fe;0.@C se han funcionalizado con dopamina y Poly-L-Lisina,

buscando una mayor estabilidad de las nanoparticulas en suspension acuosa.

El polimero sintetizado se ha analizado por rayos X como se observa en la figura 4.5.
En esta figura se puede ver un pico ancho entre 20 y 30°, con el maximo a 24° que
englobaria las sefiales correspondientes al polimero de dopamina/Poly-L-Lisina, como
ya se vio en el difractograma correspondiente a la muestra de Fe@C (figura 4.1.A)
(Kang et al. 2018)(Luo et al. 2015)(Spoerke and Stupp 2005).
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Figura 4.5. Difractograma de rayos X correspondiente a las nanoparticulas de
Fes04@C sin funcionalizacion (negro) y funcionalizadas con dopamina/Pol-L-
Lisina (rojo).
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Para estudiar la eficacia de la funcionalizacion con este polimero en disgregar los
agregados presentes en la muestra de Fe;0.@C las nanoparticulas funcionalizadas se
han analizado mediante TEM. En la imagen 4.3 se presenta una imagen correspondiente
a las nanoparticulas antes (imagen 4.3.A) y después de la funcionalizacion (imagen
4.3.B). De su comparacion se puede ver claramente como después de la funcionalizacién

los agregados de nanoparticulas son menores y se encuentran mucho mas dispersos.

Imagen 4.3. Imagen TEM de las nanoparticulas de Fez0.@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe30.@C funcionalizadas con dopamina y Poly-L-Lisina

(B).

Las nanoparticulas funcionalizadas en suspension acuosa se han analizado mediante la
técnica de DLS. Los resultados se presentan en el histograma de la figura 4.6 y muestran
como la funcionalizacion ha inducido un cambio en el tipo de agregados presentes en la
muestra. Como se ha visto en el Capitulo 1ll: Caracterizacion fisico-quimica de
nanoparticulas de Fe@C y FesO.@C, las nanoparticulas de Fes0,@C forman dos
poblaciones diferenciadas de agregados: una minoritaria, con un diametro
hidrodinamico en torno a 150 nm y otra en un proporcién muy elevada, formada por
agregados en torno a 375 nm de diametro hidrodinamico. Tras la funcionalizacién con
dopamina y Poly-L-Lisina se forman agregados de nanoparticulas con diametro
hidrodinamico en torno a un valor medio igual a 314 + 11,2 nm. Ademas, se observan
de nuevo agregados mayores (por encima de los 600 nm), aungue estos se encuentran
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en una proporcion ligeramente menor. A pesar de la presencia de estos agregados de
mayor tamafio, las nanoparticulas en suspension acuosa son estables durante horas y en

algunos casos durante dias.
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Figura 4.6. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension acuosa
de nanoparticulas de Fes04@C funcionalizadas con dopamina y Pol-L-Lisina,
obtenida mediante DLS.

Para estudiar su potencial como agentes de calentamiento para hipertermia magnética,
se ha medido el coeficiente de absorcion de potencia (SAR). Las medidas se han
realizado aplicando campos magnéticos alternos de amplitud hasta 300 Gauss y
frecuencia hasta 578 kHz. Como ocurria en los casos anteriores, la mayor absorcion de
potencia se ha obtenido para los valores maximos de amplitud y frecuencia. En el caso
de las nanoparticulas funcionalizadas los valores de SAR obtenidos son menores que
los correspondientes a las nanoparticulas de Fes04@C sin funcionalizar. Tal y como
muestra la figura 4.7, las nanoparticulas de Fe;0.@C tienen un valor de SAR entre 170
y 200 W/g (dependiendo de la muestra), mientras que una vez que las nanoparticulas
estan funcionalizadas los valores obtenidos son cercanos a los 80 W/g. El menor valor

de SAR observado después de la funcionalizacién de las nanoparticulas indica que a
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pesar del tamafio inferior medio de una gran parte de los agregados presentes en la

muestra sin funcionalizar, los agregados que se observan en el histograma de la figura

4.6 de mayor tamafio, todavia tienen un peso importante en la muestra disminuyendo la

relajacién de Brown, uno de los mecanismos que gobiernan la absorcion de potencia

(Torres et al. 2019). Al igual que las nanoparticulas Fe@C, las funcionalizacién no ha

afectado a las propiedades magnéticas, por lo que no puede achacarse a esto la

disminucién del valores de SAR observada. En ambos casos las suspensiones calientan

hasta mas de los 40°C, temperatura critica (Viglianti and Dewhirst 2013) en hipertermia

magnética a la cual comienza a haber muerte por apoptosis o necrosis celular (Ramirez-
Nufiez et al. 2018).
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Figura 4.7. Aumento de temperatura en funcién del tiempo para el calculo del SAR de
las una suspension acuosa de nanoparticulas de Fe;0.@C (A) y de Fes0.@C
funcionalizadas con dopamina/Pol-L-Lisina (B). Las medidas se han realizado

aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a una frecuencia

de 578 kHz. En rojo se representan los puntos experimentales; en negro, el ajuste
lineal utilizado para el célculo del SAR.
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4.2 Caracterizacién de nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/PEG-
NH2

4.2.1 Nanoparticulas Fe@C

Como en los casos anteriores, tras la funcionalizacién se ha analizado la presencia en
las nanoparticulas del polimero formado mediante dopamina/PEG-NH, mediante

difraccion de rayos X.
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Figura 4.8. Analisis por rayos X de la muestra de nanoparticulas de Fe@C sin
funcionalizar (negro) y funcionalizadas con dopamina/PEG-NH: (rojo).

En el difractograma obtenido para una muestra de nanoparticulas funcionalizadas
mostrado en la figura 4.8 (rojo) aparece un pico ancho entre 20 y 30°, como ocurria para
la funcionalizacion con dopamina/Poly-L-Lisina (figura 4.1 A) correspondiente al
carbono de la dopamina (Luo et al. 2015) y al polimero PEG-NH, afiadido (Wang et al.
2018), que se superpone con el del carbono de las capas de grafeno que recubren las
nanoparticulas. Aunque la intensidad de los picos es mucho menor, en el difractograma

se observan también los correspondientes a la fase a-Fe (pico a 44,5° ref: ICSD-



Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe304@C funcionalizadas 204

Karlsruhe-631724). Esto confirma que la funcionalizacion no ha producido la oxidacion

del nucleo de las nanoparticulas, protegido por las capas de grafeno.

El recubrimiento de las nanoparticulas funcionalizadas se ha analizado también

mediante espectroscopia Raman.
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Figura 4.9. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina/PEG-NH: (B).

En figura 4.9, se presentan los espectros Raman correspondientes a una muestra de
nanoparticulas de Fe@C antes (figura 4.9.A) y después de la funcionalizacién con
dopamina/PEG-NH; (figura 4.9.B). El espectro de la figura 4.9 (A) corresponde a un
carbono grafitico con muy pocos defectos, que es el recubrimiento del nicleo de las
nanoparticulas. Sin embargo, en la figura 4.9 (B), la intensidad de la sefial en torno a
1350 cm (correspondiente al pico D que representa a los defectos presentes en el
carbono) aumenta considerablemente, hasta ser comparable a la sefial en torno a 1600
cm? (correspondiente al pico G, pico que representa el carbono grafitico). El ratio de
intensidades de la banda D y la banda G (I(D)/1(G)) permite evaluar los defectos en
materiales carbonosos (Ferrari 2007). Tras la funcionalizacion la relacion 1(D)/1(G) es
aproximadamente 1, lo que indica un aumento en los defectos en la superficie de las

nanoparticulas magnéticas. Este cambio sugiere la presencia de la dopamina y del PEG-
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NH; recubriendo las nanoparticulas (Hu et al. 2018)(V. Kumar et al. 2012). Por otra
parte, la presencia del pico 2D en el espectro Raman de las nanoparticulas
funcionalizadas indica que el recubrimiento de capas de grafeno no parece verse
afectado por la funcionalizacion, por lo que proteje el nicleo de hierro de una posible
oxidacion durante la reaccién, en buen acuerdo con el espectro de difraccion de rayos

X mostrado anteriormente.

Las imagenes de TEM obtenidas después de la funcionalizacion de las nanoparticulas
de Fe@C con dopamina/PEG-NH, (ver imagen 4.4.B) muestran que la funcionalizacion

consigue dispersar los agregados de nanoparticulas presentes en la muestra de

nanoparticulas sin funcionalizar (imagen 4.4.A).

Imagen 4.4. Imagen TEM de las nanoparticulas de Fe@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina/PEG-NH: (B).

La distribucion de tamafio de los agregados presentes en suspensiones acuosas de
nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/PEG-NH; que se muestra en la figura
4.10, es muy similar a la obtenida en el caso de las nanoparticulas funcionalizadas con
dopamina/Poly-L-Lisina. Aunque esta funcionalizacion ha conseguido disgregar una

gran parte de los agregados en torno a 800 nm presentes en la muestra sin funcionalizar,
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los agregados en la suspension de nanoparticulas funcionalizadas siguen siendo grandes.
Su distribucion de tamafios es ancha y el didmetro hidrodindmico presenta un valor
medio de 460 + 32,4 nm.
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Figura 4.10. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension
acuosa de nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con dopamina y PEG-NH>
obtenida mediante DLS.

La presencia en la suspension acuosa de agregados de este tamafio hace que los valores
de SAR no mejoren con esta funcionalizacién respecto de los obtenidos en el caso de
las nanoparticulas sin funcionalizar. En la figura 4.11 se presenta el aumento de
temperatura en funcion del tiempo obtenido cuando se aplica un campo magnético
alterno de 300 Gauss de amplitud y 578 kHz de frecuencia a una suspension de

nanoparticulas antes (figura 4.11.A) y después de funcionalizar (figura 4.11.B).
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Figura 4.11. Aumento de temperatura en funcion del tiempo para el calculo del
SAR de una suspension acuosa de nanoparticulas de Fe@C (A) y de Fe@C
funcionalizadas con dopamina/PEG-NH> (B). Las medidas se han realizado

aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a una
frecuencia de 578 kHz. En rojo se representan los puntos experimentales; en

negro, el ajuste lineal utilizado para el calculo del SAR.

De acuerdo con lo mostrado en la figura, las suspensiones de nanoparticulas de Fe@C,

tienen unos valores de SAR entre 60-80 W/g y una vez funcionalizadas, estos valores
disminuyen hasta alrededor de los 20 W/g.

4.2.2 Nanoparticulas FesOs@C

La funcionalizacion de las nanoparticulas FesO.@C con dopamina/PEG-NH- busca de

nuevo los objetivos establecidos cuando se realiza la funcionalizacion de las

nanoparticulas: mejorar la estabilidad de las nanoparticulas en suspensiones acuosas,

respecto a las nanoparticulas Fe;O.@C libres y también aumentar los valores de SAR

para su futura aplicacion en hipertermia magnética.
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Las nanoparticulas funcionalizadas se analizan mediante difraccion de rayos X. En la
figura 4.12 se presenta el difractograma obtenido, junto con el correspondiente a las

nanoparticulas sin funcionalizar.
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Figura 4.12. Difractograma de rayos X de nanoparticulas de FesOs@C
(negro) y nanoparticulas de FesO4@C funcionalizadas con dopamina/PEG-
NH:2 (rojo).

La contribucion mas intensa que se observa en la figura 4.12 corresponde al carbono
del polimero formado por la dopamina y el PEG-NH, y al recubrimiento de carbono
amorfo de las nanoparticulas. Esta contribucion enmascara los picos a 35,5° grados y, a
43° grados que, junto con el que aparece a 62,5° grados (estos dos Gltimos de menor
intensidad) corresponderian al patron de difraccidn del ndcleo de las nanoparticulas de
Fes0.@C (ref: 1CSD-Karlsruhe-172906) (Wang et al. 2018)(Luo et al. 2015). La
presencia de estos picos en el difractograma sugiere que la composicion de los nacleos

magnéticos no se ve afectada por la funcionalizacion.
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Los posibles cambios que el proceso de funcionalizacion pudiese inducir en el carbono
gue recubre las nanoparticulas se analizan por microscopia Raman. Los resultados se
muestran en la figura 4.13.
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Figura 4.13. Espectro Raman de las nanoparticulas de FesOs@C (A) y de las
nanoparticulas de FesOs@C funcionalizadas con dopamina/PEG-NH: (B).

Los espectros Raman de las nanoparticulas antes y después de la funcionalizacion son
muy similares. En ambos casos se observan el pico D y del pico G, con un ligero
aumento de la intensidad del pico D después de la funcionalizacion. Por tanto los
espectros indican que el carbono que recubre las nanoparticulas es un carbono con alto
contenido de defectos (Ferrari and Basko 2013)(Ferrari 2007). El aumento de la
intensidad del pico D que se observa en el espectro de las nanoparticulas funcionalizadas
se debe a la contribucién del polimero de dopamina y PEG-NH.. El pico a 682 cm™,
que se observa en ambos espectros, corresponde a la banda Aiq de la magnetita, que es
el mas intenso de los cinco modos Raman asociados a su estructura de espinela
(Shebanova and Lazor 2003)(Shebanova and Lazor 2003)(Song et al. 2012). La
presencia de este pico confirma que la funcionalizacién no afecta a la composicion del
nacleo de las nanoparticulas.
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La comparacion de las imagenes de microscopia de transmision electronica (TEM)
correspondientes a las nanoparticulas antes y después de su funcionalizacién (imagen
4.5 Ay B respectivamente) muestra que los agregados de nanoparticulas que se obtienen
después de la funcionalizacion con dopamina/PEG-NH; son en su gran mayoria mas

pequefios que los observados en las nanoparticulas sin funcionalizar (Xie et al. 2007).

Imagen 4.5. Im&genes TEM de las nanoparticulas de Fes0.@C (A) y de
Fes04@C funcionalizadas con dopamina/PEG-NH> (B).

Mediante la técnica de DLS se ha estudiado el tamafio de dichos agregados en
suspensiones acuosas. Los resultados obtenidos estan en buen acuerdo con lo que se
observa por microscopia electronica de transmision. El histograma de tamafio

hidrodinamico se muestra en la figura 4.14.
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Figura 4.14. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension
acuosa de nanoparticulas de FesO4@C funcionalizada con dopamina/PEG-
NH: obtenida mediante DLS.

La distribucion de tamafios muestra una unica poblacion de didmetro hidrodindmico
medio centrado en torno a 300 + 15,5 nm, de manera muy similar a cuando las
nanoparticulas se funcionalizaban con dopamina/Poly-L-Lisina. Sin embargo en el
presente caso no se observan agregados por encima de los 425 nm de didmetro
hidrodinamico. Estos resultados reflejan que la funcionalizacion ha reducido el tamafio
de los agregados, permitiendo una mejor estabilizacion de las nanoparticulas en
suspensiones acuosas (Xie et al. 2007). Estas nanoparticulas se mantienen sin precipitar

durante varios dias.

Sin embargo, esta reduccion del tamafio de los agregados en suspensién no supone una
mejora sustancial del valor de SAR, con respecto al obtenido en suspensiones de
nanoparticulas sin funcionalizar. Los resultados se muestras en la figura 4.15. Para las

suspensiones de nanoparticulas funcionalizadas se obtiene un SAR en torno a 121 W/g
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mientras que el correspondiente a las suspensiones de nanoparticulas de Fes0.@C sin

funcionalizar esta en torno a 175W/g.
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Figura 4.15. Aumento de temperatura en funcion del tiempo para el calculo del
SAR de una suspension acuosa de nanoparticulas de Fez0.@C (A) y de
Fe304@C funcionalizadas con dopamina/PEG-NH (B). Las medidas se han
realizado aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a
una frecuencia de 578 kHz. En rojo se representan los puntos experimentales;
en negro, el ajuste lineal utilizado para el calculo del SAR.

A pesar de no aumentar sustancialmente los valores de SAR como se estaba buscando,
si que ambos tipos de suspensiones sometidas a un campo magnético alterno de 300
Gauss de amplitud y 578 kHz de frecuencia pueden llegar a alcanzar la temperatura
critica a la que se produce muerte celular (Viglianti and Dewhirst 2013). Es de esperar
que una optimizacion de esta funcionalizacién dé como resultado suspensiones Utiles

para hipertermia magnética.
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4.3 Caracterizacion de nanoparticulas funcionalizadas con &cido
caféico/NH2-PEG-NH2

4.3.1 Nanoparticulas Fe@C

El difractograma de rayos X de las nanoparticulas funcionalizadas con &cido caféico y
NH2-PEG-NH; se muestra en la figura 4.16, junto con el correspondiente a las
nanoparticulas sin funcionalizar.
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Figura 4.16. Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de Fe@C
(negro) y las nanoparticulas de Fe@C con &cido caféico y NH2-PEG-NH;
(rojo).

Como se puede observar en la figura 4.16, el espectro de las nanoparticulas de Fe@C
funcionalizadas con &cido caféico/NH,-PEG-NH. cambia respecto a los obtenidos para
las nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina y dopamina/PEG-NHo,
presentando unos picos més estrechos y bien definidos a bajos angulos de difraccion.
En el espectro de la figura se observa claramente un pico a unos 20° que corresponde al
acido caféico (Wei et al. 2010). Ademés, se distingue también el pico a 23°
correspondiente al polimero NH,-PEG-NH,. Al igual que en el espectro de las
nanoparticulas Fe@C sin funcionalizar se observa el pico correspondiente al carbono

bien cristalizado que recubre los nucleos magnéticos, ademas de los picos
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correspondientes al a-Fe. Esto indica que el protocolo de funcionalizacion no altera la

composicion del nacleo de las nanoparticulas, bien protegido por las capas de grafeno
gue lo rodean.

Mediante espectroscopia infrarroja FTIR se ha analizado la composicion del
recubrimiento de las nanoparticulas. En la figura 4.17 se muestran los espectros
correspondientes a las nanoparticulas de Fe@C (figura 4.17 negro) y a las

nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas (figura 4.17 rojo).
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Figura 4.17. Espectro FTIR de las nanoparticulas de Fe@C (negro) y
nanoparticulas de Fe@C con acido caféico/NH2-PEG-NH: (rojo).

El espectro correspondiente a la muestra de nanoparticulas funcionalizadas con &cido
caféico/NH,-PEG-NH, muestra unas sefiales en posiciones similares a las observadas
en el espectro de las nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina ya que
el &cido cafeico y el NH2-PEG-NHS,, tienen grupos funcionales iguales (NHz, C=0, CH,
hidrocarburo aromatico) y que lo unico que cambia es el orden de los enlaces. Esto
altimo hace que las sefiales cambien ligeramente en los espectros correspondientes a

una funcionalizacidn u otra (Kang et al. 2018).



Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe30,@C funcionalizadas 215

Alrededor de 3200 cm™ aparece una banda ancha correspondiente a las vibraciones de
torsion de los enlaces N-H de los grupos NH; terminales del NH,-PEG-NH,. Esta sefial
se observaba también en el espectro correspondiente a la Poly-L-Lisina que se ha
mostrado anteriormente que también posee grupos NH. terminales en su cadena
alifatica. Entre 2900 y 2800 cm™ aparece un pico intenso con dos hombros pequefios,
pertenecientes a las vibraciones de alargamiento simétrico y asimétrico de los carbonos
CH, del polimero NH>-PEG-NH,. En torno a 1800 cm™ hay un pequefio hombro
correspondiente al anillo aromatico del &cido caféico. Para finalizar, destaca el pico
intenso a 1500 cm® correspondiente al grupo C=0 del &cido caféico y los picos a 1300
(C-O-C extension asimétrica) 1000 (extension C-O-C) y 950 cm? (-CH doblamiento
fuera del plano) de absorcion del polimero PEG (Akal, Alpsoy, and Baykal
2016)(Alpsoy et al. 2017).

El recubrimiento de las nanoparticulas de Fe@C ha sido analizado también por
espectroscopia Raman. El correspondiente espectro Raman se presenta en la figura 4.18,
junto con el de las nanoparticulas sin funcionalizar. En ambos casos se observan los

picos D y G aunque con diferentes intensidades.
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Figura 4.18. Espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe@C con acido cafeico y NH2-PEG-NH2 (B).
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En lafigura 4.18 (A) correspondiente al espectro Raman de las nanoparticulas de Fe@C
sin funcionalizar, se observa un espectro tipico del grafeno con defectos, donde la sefial
predominante es la del pico G, en torno a 1600 cm™. En el espectro de la figura 4.18
(B), correspondiente a las nanoparticulas funcionalizadas, el pico D, en torno a 1300-
1400 cm, es mucho mayor que el pico G, y ambos son mucho mas anchos que en el
espectro de las particulas de Fe@C. Ello sugiere que la contribucién del &cido caféico
y NH,-PEG-NH; enmascara la de las capas de grafeno que recubren el nicleo de las

nanoparticulas.

En la imagen 4.6 se muestran las imagenes obtenidas mediante microscopia de
electrénica de transmision (TEM) de nanoparticulas de Fe@C sin funcionalizar (imagen
4.6.A) y de nanoparticulas funcionalizadas con &cido caféico y NH»-PEG-NH; (imagen
4.6.B).

Imagen 4.6. Imagenes TEM de las nanoparticulas de Fe@C antes (A) y
después de la funcionalizacion con acido caféico y NH2>-PEG-NH2 (B).
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La imagen 4.6. pone de manifiesto como mediante la funcionalizacion se han podido

disgregar los agregados presentes en la muestras de nanoparticulas no funcionalizadas.

Los resultados obtenidos mediante DLS (figura 4.19) muestran que la distribucion de
diametros hidrodindmicos de las nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas es
ligeramente mas estrecha que la obtenida mediante las funcionalizaciones con
dopamina/Pol-L-Lisina y dopamina/PEG-NH. en suspension acuosa. Sin embargo el
diametro medio de los agregados es mayor, y esta alrededor de los 498 + 86,3 nm (frente
a los 400 nm en el caso de la funcionalizacion con dopamina/Pol-L-Lisina y los 460 nm

obtenidos cuando las nanoparticulas se funcionalizan con dopamina/PEG-NHy).
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Figura 4.19. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension
acuosa de nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con acido caféico y NH»-
PEG-NH> obtenida mediante DLS.

Los valores de SAR obtenidos para las suspensiones de nanoparticulas funcionalizadas,
tampoco mejoran los resultados obtenidos en el caso de las hanoparticulas de Fe@C sin

funcionalizar.
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Figura 4.20. Aumento de temperatura en funcion del tiempo para el calculo del
SAR de una suspension acuosa de nanoparticulas de Fe@C (A) y de Fe@C
funcionalizadas con acido caféico/NH2-PEG-NH: (B). Las medidas se han

realizado aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a

una frecuencia de 578 kHz. En rojo se representan los puntos experimentales;

en negro, el ajuste lineal utilizado para el calculo del SAR.

En la figura 4.20 se muestran los respectivos aumentos de temperatura en funcion del
tiempo obtenidos cuando las suspensiones de nanoparticulas se someten a un campo
magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y a una frecuencia de 578 kHz y
respectivos valores de SAR. Para la muestra de nanoparticulas Fe@C funcionalizadas
con &cido caféico/NH-PEG-NH: (figura 4.20.B) se obtienen unos valores de SAR de
22 W/g, lejanos de los 64 W/g que muestra la muestra de Fe@C sin funcionalizar (figura
4.20.A).

4.3.2 Nanoparticulas FesOs@C

La funcionalizacion con &cido caféico y NH,-PEG-NH: ha dado los mejores resultados

para las nanoparticulas de Fe;0.@C de todos los intentos que se han realizado.

La figura 4.21 (A) muestra el difractograma de rayos X de las nanoparticulas de

Fe;0.@C antes y después de la funcionalizacion con cido caféico y NH2-PEG-NHs..
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Figura 4.21. Anélisis por rayos X (A) y FTIR (B) de las nanoparticulas de
Fes04@C y nanoparticulas de Fes04@C recubiertas con acido caféico y NH,-
PEG-NHs.

El difractograma de rayos X (figura 4.21.A, en rojo) muestra como la funcionalizacion
no ha afectado a las nanoparticulas de Fe;0.@C ya que los picos mas intensos
correspondientes al nucleo de las nanoparticulas FesO,@C (que aparecen a 35,5°, 43°,
57° a 62,5° grados (ref: ICSD-Karlsruhe-172906)) se observan también en el espectro
de las nanoparticulas funcionalizadas (linea roja). Ademas, como ocurria para las
nanoparticulas de Fe@C con esta misma funcionalizacion (figura 4.16), se observan las
sefiales correspondientes al acido caféico (pico a 20°) y al NH,-PEG-NH: (pico a 23°)
(Wei et al. 2010) solapadas con el hombro entre 20-30°, correspondiente al carbono

amorfo que recubre los ndcleos de las nanoparticulas.

En la figura 4.21 (B) se muestran los espectros obtenidos mediante FTIR de las
nanoparticulas antes y después de la funcionalizacion. Los resultados correspondientes
a las nanoparticulas funcionalizadas son muy similares a los obtenidos en el caso de las
nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas de la misma manera (ver figura 4.17). En

ambos casos el espectro es fundamentalmente debido a la contribucion del acido caféico
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y al polimero NH,-PEG-NH.. En él se observa una banda ancha en torno a 3200 cm?,
correspondiente a las vibraciones de torsion de los enlaces N-H de los grupos NH;
terminales del NH,-PEG-NH,. Como en la figura 4.17 se observa entre 2900 y 2800
cm® un pico intenso con dos hombros pequefios, pertenecientes a las vibraciones de
alargamiento simétrico y asimétrico de los carbonos CH; del polimero NH,-PEG-NHs..
En torno a 1600 cm™ hay un pequefio hombro, mas intenso que en la figura 4.17,
correspondiente al anillo aromatico del acido caféico. El pico intenso que aparece a
1500 cm corresponde al grupo C=0 del &cido caféico y los picos a 1300 (C-O-C
extension asimétrica) 1000 (extension C-O-C) y 950 cm™ (-CH doblamiento fuera del
plano) de absorcion del polimero PEG. (Akal, Alpsoy, and Baykal 2016)(Alpsoy et al.
2017).(Kang et al. 2018).

La imagen 4.7 muestra las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) de nanoparticulas de Fes0,@C antes (imagen 4.7.A) y después de
su funcionalizacion con &cido caféico/NH,-PEG-NH, (imagen 4.7.B).

o

Imagen 4.7. Im&genes TEM de las nanoparticulas de FezOs@C (A) y de las
nanoparticulas de Fe30s@C con acido caféico y NH2-PEG-NH: (B).

De la comparacion de ambas imagenes se ve claramente como la funcionalizacion con
acido caféico/NH,-PEG-NH- ha disminuido considerablemente el tamafio de agregados

de nanoparticulas de Fe;O.@C que se observan antes de funcionalizar las
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nanoparticulas. Ademas, estos se encuentran mucho mas dispersos y aislados que en la

muestra de nanoparticulas sin funcionalizar.

Las medidas realizadas mediante DLS (ver figura 4.22) muestran que la distribucion de
diametros hidrodindmicos de los agregados de nanoparticulas funcionalizadas en
suspension acuosa es mas estrecha que cuando las nanoparticulas se funcionalizan con
dopamina/Poly-L-Lisina o con dopamina/PEG-NH.. Se observa también una reduccién
del diametro hidrodindmico respecto al obtenido en estos casos y en el de las
nanoparticulas sin funcionalizar, de manera que se obtiene un valor medio de 256 +
20,2 nm. Como resultado, las nanoparticulas de Fes0.@C funcionalizadas con &cido
caféico/NH.-PEG-NH; son estables en la suspension, y no precipitan durante varios

dias.

100  Fe;0.@cC
(acido caféico/

NH,-PEG-NH,)

Intensidad (a.u.)
n
-

[] . .
0 100 200 300 400 500

Diametro (nm)

Figura 4.22. Distribucion de diametro hidrodinamico de una suspension
acuosa de nanoparticulas de FezOs@C funcionalizadas con acido caféico y
NH.> PEG-NH: obtenida mediante DLS.

El menor didmetro hidrodindmico de los agregados de nanoparticulas y la menor

anchura de la distribucion de tamafios hidrodinamicos se ven reflejados también en el
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valor del SAR obtenido en el caso de las nanoparticulas funcionalizadas. Mientras que

para las nanoparticulas de Fe;0.@C los valores de SAR se encuentran entre los 180-

200 W/g (figura 4.23 A), las nanoparticulas de Fes0.@C funcionalizadas con acido

caféico/NH,-PEG-NH, presentan unos valores de entre 230-260 W/g y en algln caso

excepcional, se han llegado a muestras con mas de 500 W/g (figura 4.23.B).
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Figura 4.23. Aumento de temperatura en funcion del tiempo para el calculo del
SAR de una suspension acuosa de nanoparticulas de Fez0.@C (A) y de
Fes04@C funcionalizadas con acido caféico/NH2-PEG-NH: (B). Las medidas
se han realizado aplicando un campo magnético alterno de 300 Gauss de
amplitud y a una frecuencia de 578 kHz. En rojo se representan los puntos
experimentales; en negro, el ajuste lineal utilizado para el calculo del SAR.

La tabla 4.1 recoge a modo de resumen los valores de SAR obtenidos para los distintos

tipos de nanoparticulas, junto con el tamafio de las nanoparticulas sin funcionalizar

(dtem), el diametro hidrodinamico en suspension acuosa obtenido mediante DLS (Dn) y

el ancho de la distribucion de tamafios (FWMH Dy).
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drem FWMH Dn SAR
(nm) On (nm) (m) | (wig)

200 42,83
Fe@C 21 (agregados>800 nm) (50,35) 634
Fe@C (dopamina/Poly-L-Lisina) 400+23,7 334,08 147,6
Fe@C (dopamina/PEG-NH2) 460£32,4 350,76 18,1
Fe@C (acido caféico/NH2-PEG-NH>) 498+86,3 302,18 22,3

150 12,79
Fes0.@C 14 (agregados>375 nm) (73,12) 1754

. . 314+11,2 102
Fes04@C (dopamina/Poly-L-Lisina) (agregados>600 nm) (266) 77

Fes04@C (dopamina/PEG-NH:2) 300£155 121,76 | 1211
Fes04@C (&cido caféico/NH2-PEG-NH>) 256+20,2 72,71 226,9

Tabla 4.1. SAR para cada tipo de nanoparticulas y tamafio de las
nanoparticulas sin funcionalizar (drem), didmetro hidrodindmico en suspension
acuosa obtenido mediante DLS (Dn) y ancho de la distribucion de tamafios
(FWMH Dn).

4.4 Conclusiones

Las nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C se han funcionalizado con tres polimeros
diferentes (dopamina/Poly-L-Lisina, dopamina/PEG NH; y acido caféico/NH»-PEG-
NH.) con el objetivo fundamental de reducir el tamafio de los agregados hidrodindmicos
que formaban las nanoparticulas sin funcionalizar, aumentando asi la estabilidad de las
nanoparticulas en suspensiones acuosas. Se ha llevado a cabo la caracterizacion de las
nanoparticulas funcionalizadas, incluyendo también la medida de la absorcion de
potencia cuando a estas suspensiones se aplica un campo magnético alterno. El objetivo
de estas medidas ha sido comprobar cémo influia la funcionalizacién en el valor del
SAR y si alguna de las suspensiones podria ser utilizada en experimentos de hipertermia

magnética in vitro.

En el caso de las nanoparticulas de Fe@C, las reacciones quimicas en el proceso de
funcionalizacion no ha afectado al ndcleo de hierro, que se mantiene inerte gracias las

capas de grafeno que lo recubren, como se ha visto por rayos X.
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Todas las funcionalizaciones que se han realizado han llevado a disminuir el tamafio de
los agregados que forman las nanoparticulas en suspension acuosa, respecto del tamafio
de los agregados que formaban las nanoparticulas sin funcionalizar cuando se
resuspendan en agua. La funcionalizacién ha conducido a aumentar la estabilidad de

estas suspensiones al menos hasta las 24 horas.

De entre todas las suspensiones acuosas, la obtenida con las nanoparticulas de Fe@C
funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina es para la que se observa un aumento de
la temperatura mas rapido en presencia de una campo magnético alterno, y un valor de

SAR mayor que el obtenido en las suspensiones de nanoparticulas sin funcionalizar.

Dependiendo de la funcionalizacion se han obtenido diferentes valores de diametro
hidrodindmico y para ellos diferentes valores de SAR. Esto pone de manifiesto la
importancia de la relajacién de Brown como mecanismo para la absorcion de potencia

en nanoparticulas Fe@C.

En el caso de las nanoparticulas de Fes;O.@C, mediante los tres protocolos de
funcionalizacion seguidos, se ha conseguido disminuir el tamafio de los agregados que
forman las nanoparticulas en suspension acuosa y aumentar su estabilidad esta vez hasta

mas de un dia.

En los tres casos estudiados, las reacciones de funcionalizacion no han afectado al
ndcleo de magnetita que, como se ha visto por rayos X, mantiene la misma estructura

cristalogréfica.

Tras analizar las nanoparticulas de FesO.@C funcionalizadas con los diferentes
polimeros, la funcionalizacion con acido caféico/NH2-PEG-NH; es la que ha dado lugar
a las suspensiones acuosas mas estables, en las que las nanoparticulas se mantienen sin
precipitar durante varios dias. La distribucion de los didmetros hidrodindmicos de los
agregados de nanoparticulas funcionalizadas en estas suspensiones es la mas estrecha

de todas las analizadas. El didmetro hidrodindmico medio de estos agregados es 256 +
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20,2. La aplicacién de un campo magnético alterno de 300 Gauss de amplitud y 578
kHz de frecuencia provoca el aumento de temperatura mas rapido entre todos los
medidos en las tres suspensiones obtenidas. Esto da lugar a que las suspensiones de las
nanoparticulas funcionalizadas con &cido caféico/NH,-PEG-NH; presentes los mayores
valores de SAR (230-260 W/g y en algunos casos hasta 500 W/g). Desde este punto de
vista, estas suspensiones serias unas buenas candidatas para realizar ensayos de

hipertermia magnética in vitro.

Por tanto, se decide seleccionar las nanoparticulas de Fe@C funcionalizadas con
dopamina/Poly-L-Lisina y las nanoparticulas de FesO,@C funcionalizadas con &cido
caféico/NH.-PEG-NH, como las mejores candidatas para pasar realizar los ensayos de
citotoxicidad y viabilidad celular in-vitro (ver Capitulo V: Expermientos in vitro). El
estudio del comportamiento de las nanoparticulas en cultivos celulares es el paso
necesario para capacitarlas como buenas candidatas para futuras aplicaciones

biomédicas.
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Capitulo V: Experimentos in vitro

En este capitulo, se muestran los experimentos in-vitro realizados con diferentes lineas
celulares para estudiar la internalizacion de las nanoparticulas magnéticas cuya sintesis
y caracterizacion se ha presentado en los capitulos anteriores, asi como su viabilidad
celular. También se ha investigado la posible degradacion que pueden sufrir estas
nanoparticulas en el interior celular. El objetivo es determinar si existen diferencias en
cuanto a la viabilidad celular, internalizacion y degradacion segin el tipo de
nanoparticulas, y en particular, de su recubrimiento. Los ensayos han sido realizados
con nanoparticulas de Fe@C y de Fe;0.@C, antes y después de su funcionalizacion con
diferentes polimeros orgéanicos, segin los protocolos descritos en los capitulos
anteriores. Ademas, se ha realizado un estudio comparativo de la capacidad de ambos
tipos de nanoparticulas para adsorber y liberar un agente quimioterapéutico, como
prueba de concepto previa para la utilizacion de estas nanoparticulas como portadores

de farmacos.
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Introduccion

Como ya se ha comentado en la introduccidn a esta tesis, las nanoparticulas magnéticas,
en concreto las nanoparticulas de 6xidos de hierro, tienen desde hace décadas un gran
interés por su potencial aplicacion en Biomedicina, Biotecnologia, Biologia y otras
areas de las Ciencias de la Vida (Arruebo et al. 2007). En particular, experimentos
previos llevados a cabo en nuestro grupo con nanoparticulas tipo core-shell de hierro
recubiertas de carbono sintetizadas por el método de método Kratschmer-Huffman (i.e.,
las nanoparticulas Fe@C) han mostrado resultados prometedores cuando han sido
utilizadas in vivo, tanto en modelos animales (Escribano et al. 2012)(Fernandez-
Pacheco et al. 2007) como en experimentos realizados con plantas (Gonzalez-Melendi
et al. 2008)(Corredor et al. 2009)(Cifuentes et al. 2010)(Marquina and Ibarra 2020).
Estos prometedores resultados en cuanto a la biocompatibilidad de las nanoparticulas
Fe@C se han adscrito al recubrimiento en capas de grafeno que recubre el nucleo de
hierro. Por esta razén uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido estudiar la
interaccion de estas nanoparticulas y de las nanoparticulas de magnetita recubiertas de
carbono amorfo (Fes0.@C) con diferentes tipos de células, para estudiar la influencia
del tipo de recubrimiento en su captacién e internalizacion por las células, y en la
viabilidad celular. Este estudio se ha llevado a cabo mediante diferentes ensayos in vitro

en distintas lineas celulares:

Lineas celulares humanas

- Linea celular de carcinoma epidermoide (A431)

- Células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcindmicas (A549)
- Células epiteliales de cancer cérvico-uterino (HelLa)

Lineas de macréfagos murinos

-Linea celular BV2 (linea celular microglial murina)
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-Lineas celular J774 (macrofagos reticulares de raton BALB/c).

Ademas de las nanoparticulas Fe@C y Fe;0.@C, la viabilidad celular se ha estudiado
también cuando las células se cultivan con las nanoparticulas funcionalizadas Fe@C-
dopamina/Poly-L-Lisina y Fes0.@C-acido caféico/NH,-PEG-NHs..

Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas en cultivos celulares hemos utilizado
dos métodos diferentes basados en la colorimetria. Uno de ellos es el método MTT o
test de Mosmann (Mosmann 1983), basado en estudiar la actividad mitocondrial. El otro
es el método del Azul de Tripan (Trypan blue) (Strober 2015), que informa directamente
de la muerte celular, ya que este compuesto que es capaz de traspasar la membrana
celular cuando la célula ha muerto (ver Capitulo 1l: Materiales y métodos para la

descripcion de estas técnicas experimentales).

Como se ha comentado anteriormente, ademas de la toxicidad, también es clave
observar si las nanoparticulas son capaces de penetrar en el interior de las células y
observar su comportamiento en el interior celular. La microscopia electronica de
transmision (TEM) ya ha sido utilizada en muchas ocasiones para confirmar la presencia
de agregados de nanoparticulas, su internalizacion y su comportamiento en el interior
celular (Calatayud et al. 2014)(Marcos-Campos et al. 2011)(lturrioz-Rodriguez. et al.
2017), y también la posible degradacion de nanomateriales de carbonosos, como por
ejemplo los nanotubos de capa mdaltiple (MWCNT) (Gonzélez-Lavado et al.
2018)(Rodriguez-Fernandez et al. 2012), dentro del citoplasma. En nuestro caso el
objetivo del estudio utilizando la microscopia TEM que presentamos en este capitulo ha
sido no solo visualizar las nanoparticulas en el interior celular sino también investigar
si el recubrimiento carbonoso de las nanoparticulas se degrada con el tiempo. El analisis
de las imégenes de TEM obtenidas ha mostrado que se necesita de un estudio mas

pormenorizado y de otras técnicas experimentales para confirmar los resultados.
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Una técnica adecuada para ello es la espectroscopia Raman, ya que existen precedentes
del estudio de la degradacion de MWCNT en el interior celular a partir del andlisis de
los espectros Raman obtenidos utilizando muestras de cultivos celulares con nanotubos.
Ademas, el espectro Raman proporciona también informacion acerca de los
constituyentes del citoplasma (en particular acerca de las proteinas celulares) (Garcia-
Hevia et al. 2015)(Gonzalez-Lavado et al. 2018).

Los estudios de citotoxicidad y viabilidad celular son necesarios como paso previo para
la utilizacion de las nanoparticulas en biomedicina. En nuestro caso estamos interesados
en el uso de nuestras nanoparticulas como transportadores de farmacos guiados
mediante gradientes de campo magnético para la liberacion de la droga en el 6rgano
diana. (Arruebo et al. 2007)(Zamora-mora et al. 2017). Experimentos preliminares
llevados a cabo con nanoparticulas Fe@C confirmaron su alta capacidad para la
absorcion y liberacién de doxorrubicina, un farmaco utilizado en quimioterapia
(Fernandez-Pacheco et al. 2007)(Fernandez-Pacheco Chicdn 2008). Estos experimentos
mostraron que el farmaco se adsorbia en el recubrimiento de las nanoparticulas en unas
pocas horas, y se liberaba completamente después de aproximadamente 3 dias. En esta
tesis doctoral este estudio se ha llevado a cabo también en las nanoparticulas Fe;0.@C,
para comprobar si estas nanoparticulas son adecuadas como portadores de farmacos, y
también para comprobar si existen diferencias en los procesos de adsorcién/liberacién
dependiendo del tipo de recubrimiento de las nanoparticulas. En este caso se ha utilizado
el acido fertlico como farmaco modelo, debido a su baja toxicidad (Tada, Tayama, and
Aoki 1999).

5.1 Ensayos de viabilidad celular

5.1.1 Ensayos de viabilidad celular con las lineas celulares A431 (células de
carcinoma epidermoide) vy A549 (células epiteliales basales alveolares
humanas adenocarcindémicas)

Los ensayos con las lineas celulares A431 y A549 se realizaron en el laboratorio del

Departamento de Ingenieria Quimica y Biolo6gica y Divisién de Medio Ambiente y
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Sostenibilidad de la Hong Kong University of Science and Technology (HKUST) en el
marco de la colaboracion con el grupo del Profesor King-Lu Yeung. La linea celular
A549, pertenece a células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcindmicas de
ATCC ((ATCC® CCL-185™), Organismo: Homo sapiens, humano, Tipo de célula:
epitelial, Tejido: pulmén, Enfermedad: Carcinoma) y la linea celular A431, son células
de carcinoma epidermoide de ATCC ((ATCC® CRL-1555™), Organismo: Homo

Sapiens, humano, Tejido; piel/epidermis, Enfermedad: carcinoma epidermoide).

Los cultivos celulares de ambas lineas (A431 y A549), se trataron con las nanoparticulas
en concentraciones entre 10-100 pg/mL durante 4, 16 y 24 horas, y la viabilidad celular
se determind mediante el ensayo colorimétrico MTT, basado en la utilizacién de la sal
de bromuro 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio donde las células vivas tienen
la capacidad de reducir este compuesto en un producto azul de formazan, mediante el

cual el ensayo de viabilidad celular evalta la funcién mitocondrial (Mosmann 1983).

Los resultados se muestran en la figura 5.1, donde el porcentaje de inhibicién de la
viabilidad celular (ver seccién 4.2 en el Capitulo Il: Materiales y métodos ecuacion
2.10) se representa en funcion de la concentracion de nanoparticulas.

[(C—B) - (M- B)]

% Inhibicién = 100 X = (2.10)

La figura 5.1 (A-C) muestra los resultados correspondientes a las células A549 y la
figuras 5.1 (D-F) muestran los resultados correspondientes a las células A431. Los
resultados han demostrado que al aumentar la dosis de nanoparticulas, la viabilidad de
los dos tipos de lineas celulares disminuye, dependiendo también del tipo de particula.
Como tendencia general, la toxicidad de las nanoparticulas de FesO4 sin recubrir
(utilizada como control para estudiar el efecto del recubrimiento de cada tipo de
nanoparticula) es la més alta. Entre las nanoparticulas recubiertas de carbono, la
toxicidad de las nanoparticulas de Fes04@C es en todos los casos mayor que la de las

nanoparticulas de Fe@C. Para ambas lineas celulares, la inhibicion mas baja se observa
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4 horas después de afadir las nanoparticulas al cultivo. Segun la figura 5.1 (A-C) para
las células A549 y a la concentracidn 50 (Fes04), 80 (Fe:0:@C) y 100 (Fe@C) pg/mL,
la inhibicion es similar. Segun la figura 5.1 (D-F), para las células A431 y a la
concentracién de 10 (Fes04), 60 (FesO4@C) y 80 (Fe@C) pg/mL, la inhibicién esta a
casi el mismo nivel.

A) Inhibicion de A549  B) Inhibicionde A540 C) Inhibicion de A549
tratadas con MNPs(4h) tratadas con MNPs(1l6h) tratadas con MNPs(24h)
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Figura 5.7. Inhibicién de la viabilidad de células A549 (figuras 5.1 (A-C)) y
celulas A431 (figuras 5.1 (D-F)) tratadas con nanoparticulas Fe@C
(triangulos verdes), FesO4s@C (circulos rojos) y FesO4 (cuadrados morados),
en funcion de la concentracion de nanoparticulas para diferentes tiempos de
tratamiento, segun lo determinado a partir de ensayos MTT.

Estos resultados indican que las nanoparticulas magnéticas no recubiertas (FesOa)

inducen inhibiciones més altas que las recubiertas de carbono (Fes0.@C y Fe@C) en
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condiciones similares, 1o que puede deberse a la biocompatibilidad conferida por el
recubrimiento de carbono al ndcleo magnético. Ademas, entre los dos tipos de
nanoparticulas recubiertas de carbono, el recubrimiento cristalizado en capas de grafeno
gue observamos en las muestras de Fe@C conduce a una mayor viabilidad celular.
Aunque no se ha podido estudiar el mecanismo real mediante el cual las nanoparticulas
inducen toxicidad, puede estar relacionado con la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). La produccion de ROS cuando las nanoparticulas estan en contacto con
las células puede conducir a cambios de concentraciéon de plasma intracelular,
activacién de factores de transcripcion y citosinas y ademas puede incluir dafio al ADN,
interferir con las vias de sefializacion celular e inducir cambios en las transcripcion
génica (Saravanakumar, Kim, and Kim 2017)(Ou and Kwok 2004)(Wang and Ou-Yang
2005). Si este es el caso, nuestros resultados sugieren que, aunque las nanoparticulas de
magnetita siempre se han considerado biocompatibles (Lubbe et al. 1996)(Llbbe et al.
1996)(Goodwin et al. 1999) el nucleo de FesO4 sigue desempefiando un papel en la
generacion de ROS. Al recubrir el ncleo con una capa de carbono reduce la produccion
de especies oxidativas. De hecho, la menor toxicidad observada en el caso de las
nanoparticulas de Fe@C sugiere que debido a su alta cristalinidad, las capas de grafeno
constituyen un recubrimiento més efectivo que el recubrimiento poroso amorfo presente

en las nanoparticulas FesO.@C, en relacion a la generacion de ROS.

5.1.2 Ensayos de viabilidad celular con la linea celular BV2 (macrofagos

murinos)

Ademas de los experimentos realizados con las lineas celulares A431 y A549, se ha

estudiado también la viabilidad de la linea celular BV2 (linea celular microglial murina).
Estos ensayos han sido llevados a cabo en el laboratorio de cultivos celulares del
Instituto de Nanociencia de Aragon (Universidad de Zaragoza). Los ensayos se han
realizado cultivando las células con las nanoparticulas de Fe@C y FesO.@C, asi como

con estas nanoparticulas funcionalizadas con diferentes polimeros (Riggio et al.
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2012)(Calatayud et al. 2013)(Calatayud et al. 2014), segun los protocolos que se han
descrito anteriormente en el Capitulo IlI: Materiales y métodos. Estos ensayos nos
permitiran comparar con los ensayos realizados con las lineas celulares A431y A549y
con las lineas HelLa y J774 que mostraremos mas adelante. Los ensayos realizados con
las nanoparticulas funcionalizadas, nos permitiran comprobar si la funcionalizacién con
los polimeros utilizados mejora la viabilidad celular. En este capitulo presentamos los
ensayos con las nanoparticulas Fe@C-dopamina/Poly-L-Lisina y Fe;0.@C-acido
caféico/NH,-PEG-NH,, puesto que son estas las que presentan mejores propiedades (en
particular, radio hidrodindmico, estabilidad en disolucion acuosa y valor de SAR)
comparadas con las nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C sin funcionalizar, tal y como
se ha mostrado en el Capitulo 1V: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de
Fe@C y Fe;0.@C funcionalizadas.

Para estos ensayos celulares, las células BV2 se cultivan en medio celular DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium) modificado con un 5% de suero fetal bovino,
1% de antibiotico y 1% de gentamicina. Las células, se colocan en una estufa a 37 °C

en una atmosfera himeda que contiene un 5% de CO..

Tras haber introducido las células 24 horas en la estufa, se afiaden las nanoparticulas
magnéticas en diferentes concentraciones (0/0,1/1/10/100 pg/mL) y se dejan incubar
durante 72 horas. La viabilidad se estudia mediante el método conocido como Trypan
Blue que, como se describid en el Capitulo Il: Materiales y Métodos, tifie de azul
aquellas células que tienen dafiada su membrana celular como consecuencia de la
muerte celular por necrosis (muerte celular violenta en la que la pérdida de viabilidad
se asocia con la lisis celular y liberacion al exterior del contenido citoplasmatico y
organulos dafiando el tejido en el que se encuentra (Lizarbe Iracheta 2007)). La
viabilidad celular se obtiene contando el nimero de células vivas y muertas mediante
su visualizacién en el microscopio éptico (Nikon, Modelo Eclipse TE2000-S). Los

resultados se presentan en las figuras 5.2 y 5.3.
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5.1.2.1 Ensayos de viabilidad celular con las nanoparticulas de Fe@C vy
Fe@C-dopamina/Poly-L -Lisina

En la figura 5.2 se presentan los resultados obtenidos mediante el método del Trypan
Blue. Hasta concentraciones de nanoparticulas igual a 100 pg/mL, pasadas 72h. de
incubacion se obtienen unos indices de supervivencia mayores al 90%, lo que demuestra
gue ni las nanoparticulas de Fe@C ni las funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina
inducen toxicidad en esta linea celular. De hecho, en ambos casos se obtienen buenos
valores de ICsy (concentracion del compuesto necesaria para reducir in vitro el
crecimiento poblacional de los organismos a la mitad): 911 pg/mL para las

nanoparticulas de Fe@C y 938 pg/mL para las de Fe@C-dopamina/Poly-L-Lisina.

Durante el conteo de células en el microscopio Optico, se observa una buena
internalizacion de las nanoparticulas en el citoplasma celular (Goya et al. 2008), aunque
en algunas ocasiones se han detectado nanoparticulas en el exterior, rodeando la
membrana celular. También, a partir de concentraciones mayores de 10 pg/mL se
comienzan a observar agregados de nanoparticulas en el medio de cultivo. La aparicién
de estos agregados de nanoparticulas, es comin, ya que se encuentran en un medio
celular salino. Las nanoparticulas tienden a agregarse debido a su interaccion con la sal
del medio, lo que induce a la formacion de una “corona” que recubre rapidamente la
superficie de las nanoparticulas (Calero 2015). Por eso a pesar de los valores elevados
de 1Cso, Nno es recomendable utilizar en la practica concentraciones tan altas de

nanoparticulas.
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Figura 5.2. Viabilidad celular de la linea celular BV2 cultivada con
nanoparticulas de Fe@C (A) y Fe@C-dopamina/Poly-L-Lisina (B), estudiada
mediante el método del Azul de Trypan. Las células estuvieron cultivadas con

las nanoparticulas 72 h.

Los resultados obtenidos muestran que la viabilidad de las células BV2 cuando se
exponen a las nanoparticulas Fe@C es mayor que la observada con las lineas celulares
A431y A549.

5.1.2.2 Ensayos de viabilidad celular de las nanoparticulas de Fes0s@C vy
Fes04@C-acido caféico/NH2-PEG-NH»

Se realizaron estudios de viabilidad celular mediante el método del Azul de Trypan
utilizando nanoparticulas de Fe;O0.@C, asi como aquellas funcionalizadas de Fe;0.@C-
acido caféico/NH,-PEG-NH..

Los resultados se presentan en la figura 5.3. Como en el caso de las nanoparticulas de
Fe@C, hasta concentraciones de 100 pg/mL y hasta pasadas 72h. de incubacion se
obtienen unos indices de supervivencia que superan con creces el 90%. De hecho con
las nanoparticulas de Fe;0,@C-acido caféico/NH,-PEG-NH; la viabilidad celular Ilega
hasta el 97% tras 72h. de incubacion con una concentracion de nanoparticulas de 100
pg/mL. De aqui se derivan unos valores de ICso mayores que 750 pg/mL en el caso de

las nanoparticulas de Fe:0.@C y que 2500 pg/mL en el caso de las Fe:0.@C-acido
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caféico/NH,-PEG-NH,. En ambos casos, estos valores son mayores que los obtenidos
para las nanoparticulas de Fe@C y de Fe@C-dopamina/Poly-L-Lisina. Esto demuestra

gue en las condiciones experimentales estudiadas, ninguna de las nanoparticulas induce

toxicidad.

Durante la observacion en el microscopio Optico se ve como en algunas ocasiones las
nanoparticulas se encuentran rodeando la membrana celular mientras que en otros casos
las nanoparticulas, se internalizan en gran cantidad. A este respecto no se observan
diferencias entre las nanoparticulas de Fes0.@C y las de FesOs@C-acido caféico/NH.-
PEG-NH>. Al igual que en el caso de las nanoparticulas de Fe@C, a concentraciones
alrededor de los 10 pg/mL se empiezan a observar agregados en el medio de cultivo.
Esto sucede tanto en el caso de las nanoparticulas sin funcionalizar como en el de las
funcionalizadas, a pesar de que estas presentaban una mejor dispersion y mayor
estabilidad en medio acuoso, como se ha mostrado en el Capitulo I11 correspondiente a
su caracterizacion fisicoquimica. Ello pone de manifiesto la importancia de caracterizar

las nanoparticulas en el medio de cultivo.

A) Fe,0,@C B) Fe,0,@C-icido caféico/NH, PEG-NH,
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Figura 5.3. Viabilidad celular estudiada mediante el método de Azul de Trypan,
de la linea celular BV2 cultivada con las nanoparticulas de FesOs@C (A) y
Fes04@C-acido caféico/NH2-PEG-NH: (B). Las células estuvieron cultivadas
con las nanoparticulas 72 h.
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5.1.3 Ensayos de viabilidad de las lineas celulares Hel_a (células epiteliales
de cancer cérvico-uterino) y J774 (macréfagos reticulares de raton BALB/c)

Los ensayos de citotoxicidad de las nanoparticulas de Fe@C y FesO.@C con las lineas
celulares HelLa y J774, se realizaron en el laboratorio de la Profesora Monica Lopez
Fanarraga del Dpto. Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad

de Cantabria (Santander) en el marco de colaboracion con este grupo.

Las células HeLa son células epiteliales de cancer cérvico-uterino y son la linea celular
mas clésica y ademas la que con mas frecuencia se utiliza (Rahbari et al. 2009). Las
células HeLa, se han convertido, en el modelo celular méas utilizado en laboratorios de

investigacion en cancer (Masters 2002) lo que ha motivado este estudio.

La linea celular J774 corresponde a macr6fagos reticulares de raton BALB/c. Esta linea
también es muy utilizada en ensayos celulares porque las lineas celulares de macréfagos
se pueden mantener facilmente y se pueden modificar genéticamente. Son también cada
vez mas reconocidas como modelos preferidos para estudios cuantitativos biofisicos de

motilidad de células eucariotas e inmunomecanismo (Lam et al. 2009).

Estos dos modelos celulares se escogieron porque son representativos de células
humanas y murinas, ademas son dos tipos celulares diferentes (células epiteliales y
células fagociticas) y se sabe que muestran diferentes sensibilidades y respuestas a los

nanomateriales.

Una metodologia util para determinar la toxicidad de las nanoparticulas y su
interferencia con los procesos mas bésicos de la biologia celular es el basado en estudiar
los cambios en el ciclo celular (proceso de proliferacion celular ciclico) cuando los
cultivos estan expuestos a las nanoparticulas durante diferentes periodos de tiempo. La
técnica, que se describe en el Capitulo I1: Materiales y métodos, se basa en estudiar el
ciclo y la muerte celular por apoptosis (es decir, la muerte celular programada en
organismos multicelulares (Green 2011), mientras que los ensayos realizados con la
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linea celular BV2 explicados anteriormente se basan en la medida de la muerte celular
por necrosis (i.e. la muerte celular que tiene lugar por la muerte prematura de las células

por autolisis (Proskuryakov, Konoplyannikov, and Gabai 2003)).

En las células que se dividen constantemente, como las procedentes de las lineas
celulares empleadas en nuestros ensayos, el proceso de proliferacion celular continuado
(denominado ciclo celular) se divide en 4 fases conocidas como sub-Go, Go-G1, Sy G2
(ver diagrama en la figura 5.4 (Gémez i Arbones 1993)). La fase sub-Go, corresponde a
fragmentos de células apoptoticas o necroticas. La fase Gi (Go en las células que se
diferencian y no se dividen) es la primera fase del ciclo celular. Es el periodo entre el
final de la mitosis (M, citocinesis) y el inicio del siguiente ciclo de division que
comienza con la sintesis del ADN y demés organulos celulares (Alberts et al. 2008). La
mayoria de las células de un organismo pluricelular adulto no se dividen constantemente
sino que abandonan el ciclo celular en la fase G1, entrando en el denominado periodo
Go (Blomen and Boonstra 2007)(Matson and Cook 2017). Al detener el ciclo celular, la
celula se va a diferenciar, 0 a quedar quiescente (inactiva) como ocurre por ejemplo con
las neuronas, 0, como en el caso de células que se dividen regularmente, va a sufrir
muerte por apoptosis o senescencia (ruta alternativa de respuesta a la muerte celular
programada). La fase S es, en realidad el comienzo del proceso de proliferacion y
comprende la replicacion (copia hasta el duplicado completo) del ADN y centriolos. Al
final de la fase S, cada cromosoma se ha duplicado y queda formado por dos cromatidas
idénticas (Alberts et al. 2008). Por tltimo la fase G;es la tercera fase de crecimiento del
ciclo celular en la que continla la sintesis de proteinas, de ARN y demas organulos
celulares, aumentando la biomasa celular (Alberts et al. 2008). Esta fase culmina en el
proceso de la mitosis, mecanismo por el cual las células que ya han duplicado su genoma
se dividen en dos células hijas idénticas. En el momento de la separacion fisica de las

dos células hijas, estas pasardn a la fase G, de nuevo, comenzando el ciclo celular.

El ciclo celular se puede estudiar mediante la técnica de citometria de flujo,

representando la cantidad de ADN por cada corpusculo que pasa por el detector (célula
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o fragmento de ésta) y el nimero de eventos contados por el citometro. De esta manera
se obtienen los perfiles de ciclo celular, que son representaciones como las mostradas
enlafigura5.4. Ay C. Estos perfiles son histogramas que muestran el nimero de células

gue se encuentran en cada una de las fases del ciclo celular.
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Figura 5.4. A): Perfil del ciclo celular obtenido mediante citometria de flujo
(ver texto) B): Diagrama del ciclo celular: los circulos representan el nimero
de células en las fases sub-Go (naranja), G1 (morado), S (amarillo), Go y M
(rojo) del ciclo. C) Perfil del ciclo celular obtenido experimentalmente
mediante citometria de flujo de un control de células HeLa después de 24h. D)
Diagrama de ciclo celular derivado del ciclo celular en C).

En esta representacion, la fase G1/Go se identifica como el primer pico (generalmente el
mas agudo y alto pues comprende el mayor nimero de células). La fase S se identifica
como una zona de valle, y la fase G, como un segundo pico, no tan agudo como el Gy,
gue comprende también todas las células en los diferentes estadios de la mitosis. Esta

técnica es muy Util para identificar procesos de muerte celular que tipicamente aparecen
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en el eje de las X a la izquierda del pico correspondiente a Go-G; (fase sub-Go), lo que
se corresponde con pequefios acumulos de ADN intracelulares (en vez de nucleos
completos) indicativos de muerte celular por apoptosis (Umansky, Korol’, and
Nelipovich 1981)(Nicoletti et al. 1991)(Gong, Traganos, and Darzynkiewicz
1994)(WIlodkowic et al. 2011)(Rodriguez-Fernandez et al. 2012)(Garcia-Hevia et al.
2015)(Gil 2005)(Gomez i Arbonés 1993). Los histogramas de ciclo celular se pueden
representar también en forma de diagramas como los representados en la figura 5.4 By
C.

5.1.3.1 Estudio de la toxicidad de nanoparticulas de Fe@C vy Fes04@C en
macrofaqos reticulares murinos BALB/c (linea celular J774)

En los ensayos que se presentan a continuacion, los macréfagos murinos J774, se han
cultivado durante 96 h. con una concentracion de nanoparticulas de 50 pg/mL,
utilizando como control un cultivo de células al que no se afiaden nanoparticulas. El

ciclo celular se ha analizado cada 24 h.

Los gréaficos de la figura 5.5 corresponden a los resultados de los experimentos
realizados con nanoparticulas Fe@C. En ellos se muestra el nimero de eventos contados
con el citometro frente a la concentracion de ADN correspondiente (en escala
logaritmica), medido tras 24 y 96 h. de exposicion a las nanoparticulas. Los graficos A
y C corresponden a los controles (i.e., macréfagos sin nanoparticulas) y los graficos B
y D corresponden a los macréfagos cultivados con nanoparticulas. EI nimero de células
en sub-Gg es indicativo de muerte celular. En estas figuras las flechas indican el ADN
fragmentado, correspondiente a procesos de apoptosis. El andlisis del ciclo celular
también se puede representar en graficos como los mostrados en la figura 5.6. Aqui se
muestra el estado del ciclo celular de todas y cada una de las células del cultivo en el
momento del analisis. En los gréficos de la figura 5.5 no se observa ningun pico en la
zona correspondiente a la fase sub-Go y la cantidad de células que sufren apoptosis se
estima en torno al 2% y 5% respectivamente (ver figura 5.6). Los gréaficos

correspondientes a las células control y a las células incubadas con nanoparticulas de
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Fe@C durante 24 h indican que las nanoparticulas inducen un putativo efecto de
bloqueo en la fase "G1-S" durante las primeras 24 h, lo que resulta en un aumento en la
muerte celular a las 96 h, al menos en estas condiciones experimentales, como se deduce
de las proporciones de células en la fase sub-GO del ciclo en el gréfico D. Una parada
parcial del ciclo celular en la fase Gi-S podria ser debida a los efectos mecanicos
ejercidos por las particulas a nivel intracelular. EI cambio observado en la fase "S" del
ciclo celular sugiere un blogueo parcial de la sintesis de ADN similar al observado en

nanotubos de carbono de capa maltiple (MWCNT) (Garcia-Hevia et al. 2015).
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Figura 5.5. Perfiles de ciclo celular (nimero de células frente a cantidad de
ADN por celula) obtenidos mediante citometria de flujo, en cultivos de
macrofagos murinos con nanoparticulas de Fe@C durante 24 h (B) y 96 h (D).
Los perfiles Ay C corresponden a los respectivos controles (células sin
nanoparticulas). Las flechas indican ADN fragmentado como resultado de
procesos de apoptosis.
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Figura 5.6. Proporcion de macréfagos en una determinada fase del ciclo
celular, después de ser cultivadas 24 h. (B) y 96 h. (D) con las nanoparticulas
de Fe@C. Los graficos Ay C corresponden las células del cultivo control,
(i.e., sin nanoparticulas); los graficos B y D corresponden a los macréfagos
cultivados con nanoparticulas.

La figura 5.7 corresponde a los resultados de los experimentos realizados con
nanoparticulas FesO.@C. Los graficos Ay C corresponden a los controles y los gréficos
B y D corresponden a los macréfagos cultivados con nanoparticulas durante 24 h. y 96
h. respectivamente. Estos resultados se representan también en la figura 5.8. En este
caso, no se producen cambios significativos después de 24 h. de exposicion a estas
nanoparticulas. Sin embargo, al igual que ocurre con las nanoparticulas Fe@C se
observa una reduccion patente en la fase S (naranja) del ciclo celular acompafiada de un
aumento en las células apoptoticas (amarillo) tras la exposicion de los macrofagos a las

particulas durante 96 h. (figura 5.8 D). Esto sugiere que las nanoparticulas interfieren
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con el proceso de proliferacion celular (proceso de sintesis de ADN) a las dosis

indicadas.
A) Control J774 24h. B) J774 FeaO4@C 24h.
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Figura 5.7. Perfiles de ciclo celular (nimero de células frente a cantidad de
ADN por célula) obtenidos mediante citometria de flujo en cultivos de células
J774 con nanoparticulas de FesO4@C a las 24 h. (B) y a las 96 h. (D). Los
perfiles Ay C corresponden a los respectivos controles (células sin
nanoparticulas). Las flechas indican ADN fragmentado como resultado de
procesos de apoptosis.



Experimentos in vitro 254

Control B Fe,0,a@C
30

A

20
1904 1904
24 h.
310% 4804 300 480y

SsbG, @M G, §@ S G:
C D

500
7%
: 30%
96 h. 0oy
200 8%
5004

Figura 5.8. Proporcion de macrdfagos en una determinada fase del ciclo
celular, después de ser cultivadas 24 h. (B) y 96 h. (D) con las nanoparticulas
de Fe304@C. Los gréaficos Ay C corresponden las células del cultivo control,

(i.e., sin nanoparticulas); los graficos B y D corresponden a los macréfagos
cultivados con nanoparticulas.

63%

5.1.3.2 Estudio de la toxicidad de nanoparticulas de Fe@C y Fez0z@C en
células HelL a

Los experimentos llevados a cabo con células HeLa se han realizado en las mismas

condiciones experimentales que en los experimentos realizados con los macréfagos
murinos.
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Los resultados de viabilidad celular obtenidos cuando las células se cultivan con las

nanoparticulas Fe@C se resumen en la figura 5.9 (en representacion logaritmica) y en

la figura 5.10.
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Figura 5.9. Perfiles de ciclo celular (nimero de células frente a cantidad de
ADN por célula) obtenidos mediante citometria de flujo, en cultivos de células
HelLa con nanoparticulas de Fe@C durante 24 h (B) y 96 h (D). Los perfiles A
y C corresponden a los respectivos controles (células sin nanoparticulas). Las

flechas indican ADN fragmentado como resultado de procesos de apoptosis.
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Figura 5.10. Proporcién de células HeLa en una determinada fase del ciclo
celular, después de ser cultivadas 24 h. (B) y 96 h. (C) con las nanoparticulas
de Fe@C. EI gréfico A corresponden las células del cultivo control, (i.e., sin
nanoparticulas); los graficos B y C corresponden a las células cultivados con
nanoparticulas.

En este caso, 24 horas después de afadir las nanoparticulas Fe@C al cultivo, la mayor
diferencia en el ciclo celular se traduce en un aumento de la fase S y una ligera
disminucidn de la fase G.. Los porcentajes de células en estas dos fases apenas sufren
variacion a las 96 h. de exposicion a las nanoparticulas. Transcurrido este tiempo,
aunque se aprecia un descenso en el numero de células en fase G;, la variacion mas
acusada esté en el nimero de células en fase sub-Go. De acuerdo con esto, hasta las 24
h. las nanoparticulas inducen un efecto poco significativo en el ciclo celular. Tanto en
el cultivo control como en los cultivos con nanoparticulas la mayoria de las células se
encuentran en las fases G1y S, al menos hasta 96 h. después de afiadir las nanoparticulas
de Fe@C al medio de cultivo. El bloqueo parcial de las células en la fase G1-S del ciclo
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celular podria resultar de los efectos mecénicos de las particulas a nivel intracelular. Por
otro lado, las células en la fase sub-Go corresponden a células muertas, probablemente
debido a la superpoblacion de células en el cultivo: si las células siguen dividiéndose y
multiplicandose aun en presencia de nanoparticulas, finalmente mueren por

sobrepoblacion en el cultivo.

Las figura 5.11 (en representacion logaritmica) y figura 5.12 resumen los resultados de
viabilidad celular obtenidos cuando las células HeLa se cultivan con las nanoparticulas
Fe304@C.
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Figura 5.11. Perfiles de ciclo celular (nimero de células frente a cantidad de
ADN por célula) obtenidos mediante citometria de flujo en cultivos de células
HelLa con nanoparticulas de Fes04@C a las 24 h. (B) y a las 96 h. (D). Los
perfiles Ay C corresponden a los respectivos controles (células sin
nanoparticulas). Las flechas indican ADN fragmentado como resultado de
procesos de apoptosis.
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Figura 5.12. Proporcion de células HelLa en una determinada fase del ciclo
celular, después de ser cultivadas 24 h. (B) y 96 h. (C) con las nanoparticulas

de FesO4@C. El gréfico A corresponde al ciclo celular del cultivo control,
(i.e., sin nanoparticulas).

La proporcién de células cada fase del ciclo celular, en el cultivo control y en cultivo
con nanoparticulas son bastante similares, con un ligero aumento de células en las fases
Sy G; esto parece indicar que las nanoparticulas de Fe;0,@C no inducen ningun efecto
adverso en las células al menos hasta transcurridas 24 h de exposicion. Transcurridas
96 h. la variacion mas acusada corresponde a un aumento de células en la fase sub-Go.
Al igual que sucedia en el caso de los cultivos celulares con las nanoparticulas de Fe@C,
la muerte celular que se observa después de 96 h. es probablemente debida a una

superpoblacion de células en el cultivo y no a la toxicidad de las nanoparticulas.
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5.2 lInternalizacién _de las nanoparticulas de Fe@C vy Fe3Os@C por
macrofagos murinos J774

5.2.1 Estudio de la internalizacion celular mediante microscopia electrénica
de transmision (TEM)

Se ha estudiado si las nanoparticulas entran en los macréfagos mediante
endocitosis/fagocitosis y si una vez encapsuladas en membranas celulares son capaces
de penetrar al citosol, y en caso afirmativo, su distribucion en este. Se ha estudiado
también si las propiedades fisicoquimicas del citoplasma afectan a las nanoparticulas y
en particular al recubrimiento. En este estudio los macréfagos se han incubado con las
nanoparticulas de Fe@C y de Fes0.@C en una concentracion de 50 mg/ml durante 7
dias. El andlisis mediante microscopia electronica de transmision (TEM) se ha llevado
a cabo en muestras de estos cultivos después de 24 h y siete dias de exposicion a las
nanoparticulas. Los detalles del experimento se describen en el Capitulo 11: Materiales
y métodos. Este estudio, incluida la preparacion de las muestras, se realizaron en el
laboratorio de la Prof. Monica Lopez Fanarraga del Dpto. Biologia Molecular de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria (Santander).

Mediante inspeccion visual, no se apreciaron diferencias entre las células de los cultivos
control y los tratados con nanoparticulas de Fe@C, lo que sugiere que las nanoparticulas
no inducian dafio a nivel celular. En la imagen 5.1 se muestra una imagen de
microscopia de transmision de una seccion ultrafina del borde de un macroéfago en el
proceso de captura de un agregado de nanoparticulas de Fe@C, tras 24 horas de

incubacion. En ella se distingue claramente un filopodio desarrollado por la célula.
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Filopodio

Acquisition date: 12/2/2019 Indicated magnification: 50kx

Imagen 5.1. Momento de encapsulacion de un agregado de nanoparticulas
Fe@C mediante un filopodio de una célula J774, tras 24 horas de cultivo.

La imagen 5.2 muestra una célula J774 tras 24 h. de incubacion con nanoparticulas de
Fe@C. Como se puede apreciar, el citoplasma contiene zonas muy definidas de color
negro, que se corresponden con agregados de nanoparticulas. Estos aparecen rodeados
de una membrana, lo que indica que se encuentran en el interior de un endo-lisosoma,
ya que es a éstos a donde llega el material en las vesiculas que provienen de la membrana
plasmatica y que se han formado como consecuencia del proceso de
endocitosis/fagocitosis mediante el cual la célula atrapa las nanoparticulas (Cabrera and
Ungermann 2010). Las nanoparticulas en esta imagen son muy similares a las que se
ven en las imagenes de TEM del Capitulo Ill: Caracterizacion fisico-quimica de
nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C correspondientes a las muestras después del
proceso de purificacion y separacion magnética. Ademas, el contraste en negro de los
agregados y su morfologia sugiere que las nanoparticulas mantendrian su recubrimiento
de carbono, lo que indicaria que, una vez en el interior del citoplasma, las nanoparticulas
mantendrian sus propiedades fisicoquimicas, en particular las propiedades del nicleo,

que estaria protegido de la oxidacion por el recubrimiento de capas de grafeno.
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Comparando estas imagenes con las correspondientes a células que han estado
expuestas a las nanoparticulas de Fe@C durante 7 dias (ver imagen 5.3) no se aprecian
diferencias significativas ni en las nanoparticulas ni en la morfologia de los propios

macrofagos.
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e Cltulas J774 con NP’s

de Fe@C tras 7 dias

Imagen 5.3. Imagen TEM de las nanoparticulas de Fe@C internalizadas en las
células J774 tras 7 dias de incubacion. Se observan las nanoparticulas en el
interior de un endosoma sin diferencias significativas en las nanoparticulas.

Como ya se ha mencionado en el capitulo correspondiente a la sintesis y caracterizacion
de nanoparticulas, las muestras de Fe@C que se han utilizado en estos experimentos,
aparte de contener las nanoparticulas también contienen otro tipo de especies
carbonosas, incluso después de la purificacion y separacion magnética. Una de estas
especies son los nanotubos de carbono. En la ampliacion de la imagen 5.2 a la derecha,
sefialado por una flecha se puede apreciar uno o varios nanotubos de carbono
atravesando el endosoma y lisdndolo. Esto favorece la salida de las nanoparticulas libres
a la célula como han observado Lépez Fanarraga et al. (Iturrioz-Rodriguez. et al. 2017).
En la imagen 5.4 vemos nanoparticulas de Fe@C libres de membranas en el citoplasma
de otro macréfago. A la vista de las imagenes de TEM, una vez que las nanoparticulas
estan fuera de los endosomas v libres en el citoplasma, su recubrimiento de capas de
grafeno parece mantenerse y no parece estar degradado. Para confirmarlo muestras de
estos cultivos celulares se analizaron mediante espectroscopia Raman y los resultados

se presentan en la préxima seccion.
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Estos mismos ensayos se han realizado con las nanoparticulas de FesO.@C, en idénticas
condiciones experimentales. Como se observa en la imagen 5.5 tomada 24 h. después
de la exposicion de las células a las nanoparticulas de Fe;04@C, estas no parecen haber
sufrido alteracion en comparacion con las imagenes de microscopia TEM obtenidas tras
su sintesis (mostradas en el Capitulo Ill: Caracterizacion fisico-quimica de
nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C). En la imagen 5.5 (B) se ve claramente como el
agregado de nanoparticulas esta rodeado de una membrana, lo que apunta a que las
nanoparticulas se encuentran en el interior de un endosoma/fagosoma. Ademas, en las
nanoparticulas de la imagen se observa una zona méas oscura, que corresponderia al
nacleo de las nanoparticulas rodeada de una zona de menor contraste, que
corresponderia al carbono amorfo que recubre las nanoparticulas. Esto indica que, al
igual que sucedia en el caso de las nanoparticulas de Fe@C, el medio celular no parece
alterar significativamente el recubrimiento de las nanoparticulas, lo que se estudiara

posteriormente por espectroscopia Raman.
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Tras 7 dias de internalizacion se lleva a cabo un nuevo estudio de las células J774
mediante TEM, para comprobar si las nanoparticulas de Fe;O.@C en el interior de las
células sufren algin tipo de degradacién. Comparando con las imagenes de TEM
mostradas en la imagen 5.5, en la imagen 5.6 obtenida tras 7 dias de incubacion, se
observan nanoparticulas bien definidas que coexisten con nanoparticulas rodeadas de
una zona difusa. Este cambio morfol6gico podria ser indicativo de la biodegradacion
del recubrimiento ya que estos macrofagos tienen un potencial de degradacion
extraordinario y pueden descomponer enzimaticamente casi todo tipo de biomoléculas
capturadas por las rutas de entrada endocitica o fagocitica. Sus lisosomas, ademas de
mostrar un pH de 4.5, contienen una gran variedad de enzimas (acido-hidrolasas y
peroxidasas) que pueden digerir gradualmente los nanomateriales de carbono, incluidos

los nanotubos de carbono (Gonzalez-Lavado et al. 2018).
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Por tanto, del analisis mediante TEM llevado a cabo en los dos tipos de muestras
sintetizadas durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se concluye que las
nanoparticulas de Fe@C y Fe;0,@C entran en las células, y una vez dentro se
mantienen estables en lo que respecta a su morfologia y, aparentemente, a su
recubrimiento, al menos hasta 7 dias. En ambos casos, la mayoria de las nanoparticulas
se encuentran en el interior de endosomas/lisosomas. Ademas, en los cultivos utilizando
nanoparticulas de Fe@C, las imagenes de TEM han mostrado cdmo alguno de los
nanotubos de carbono presentes en las muestras favorecen el escape al citosol de las

nanoparticulas, quedando estas libres en este medio.

5.2.2 Estudio de la degradacion del recubrimiento de las nanoparticulas
Fe@C v Fes0s@C por macrofagos mediante espectroscopia Raman

Para obtener mas informacion acerca del estado de las nanoparticulas en el interior de
las células se han llevado a cabo medidas de espectroscopia Raman en co-cultivos de
macréfagos J774 con nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C. El objetivo de estos
experimentos es analizar si el recubrimiento de las nanoparticulas se ve afectado por el

hecho de que estén en el interior de las células.

Para estos experimentos las células se incubaron con una concentracién de 50 pg/mL
de nanoparticulas, durante 72 h. Transcurrido este tiempo, la mayoria de las células
contienen nanoparticulas. Las medidas por espectroscopia Raman, se realizaron con un
laser de 514 nm, a una intensidad de 3 mW, acumulando por medida, la sefial de 3
espectros obtenidos durante 30 segundos cada uno. Estas medidas se realizaron en el
marco de la colaboracién con el Profesor Jesis Gonzalez del Departamento de Ciencias

de la tierra y Fisica de la Materia Condensada de la Universidad de Cantabria.
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Figura 5.13. Espectro Raman de un cultivo de células J774 con nanoparticulas
de Fe@C tras 72 h. de incubacion (azul). En negro, posicién de los picos D y
G del espectro de las nanoparticulas Fe@C.

En la figura 5.13 se presenta el espectro Raman correspondiente a un cultivo de
nanoparticulas Fe@C con células J774, durante 72 h, en el que se ha representado
mediante lineas verticales la posicién de los picos D y G del espectro Raman de las
nanoparticulas antes de su internalizacion en las células. Segun los resultados mostrados
en el capitulo acerca de su caracterizacion (ver Capitulo I1l: Caracterizacion fisico-
quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0,@C), el espectro de las nanoparticulas de
Fe@C muestra una banda en torno a 1300 cm, correspondiente a la banda D del
espectro de un grafeno con defectos y otra a 1587 cm™ correspondiente a la banda G del
espectro del grafeno. Estas caracteristicas se observan también en el espectro Raman de
la muestra de cultivo celular. En este ademas, aparecen dos bandas en torno a 1400 cm’
1y 1600 cm™? que provienen de la sefial de las células, concretamente de proteinas

celulares (Garcia-Hevia et al. 2015)(Villegas et al. 2014). La contribucion de estas



Experimentos in vitro 271

proteinas es claramente visible en la zona de baja frecuencia del espectro, como se
muestra en la figura 5.14.
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Figura 5.14: Espectro Raman de baja frecuencia de una muestra de
macrofagos expuestos a nanoparticulas de Fe@C durante 72 h: 1. Modo de
torsion (twisting mode) C-C de fenilalanina (proteinas); 2. Modo de
estiramiento simétrico (symmetric breathing mode) del triptéfano (proteina);
3. Estiramiento (stretching) del anillo aromético C-C en fenilalanina; Modo de
flexion (bending); 4. C-H en fenilalanina, estiramiento (stretching) C-N en
proteinas; 5 Estiramiento (stretching) C—C y C-N de proteinas y/o lipidos.

En las figuras 5.15, 5.16 y 5.17 se presenta el analisis de las distintas zonas del espectro
Raman, comparando los resultados experimentales (en negro) con el espectro tedrico

(en rojo) y con sus diferentes contribuciones, ajustadas a una funcion Lorentziana (en
verde).
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Figura 5.15. Espectro Raman en la region de 1280 a 1520 cm™ de una muestra
de macrofagos expuestos a nanoparticulas de Fe@C durante 72 h. (linea
negra); la linea roja corresponde al espectro teorico y las lineas verdes al

ajuste de Lorentz. Se observan las bandas correspondientes a la deformaciéon
C-H de las proteinas y de la Amida 11, junto con la banda D de grafeno.
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Figura 5.16. Espectro Raman en la region de 1530 a 1680 cm™ de una muestra
de macrofagos expuestos a hanoparticulas de Fe@C durante 72 h (linea
negra); la linea roja corresponde al espectro tedrico y las lineas verdes al
ajuste de Lorentz. La banda correspondiente a la Amida | se observa junto con
la banda G de grafeno.



Experimentos in vitro 273

800

600

Intensidad (a.u.)

0 L A L A 1 . 1

2800 2900 3000 3100
Raman Shift (cm?)

Figura 5.17. Espectro Raman en la region de alta frecuencia de una muestra
de macrofagos expuestos a nanoparticulas de Fe@C durante 72 h. 1. modo de
estiramiento simétrico (symmetric stretching mode) de CH: (lipidos); 2. Modo

de estiramiento simétrico de CH2 y CHz (lipidos); 3. Modo de estiramiento
simétrico de CHz (lipidos); 4. Modo de estiramiento simétrico CH>-CHs
(lipidos).

Si se comparan la posicion de las bandas D y G de los espectros correspondientes a la
muestra de las nanoparticulas y a la muestra de cultivo celular con nanoparticulas, l0s
picos de la sefial que proviene del carbono en este Ultimo espectro se desplazan unos 25
cm? hacia la izquierda (es decir, hacia el infrarrojo). Esto indica que después de tres
dias en el interior de las células se ha producido un cambio en la estructura del carbono
que recubre las nanoparticulas. Este desplazamiento hacia el infrarrojo también se ha
observado en nanotubos de carbono, después de haber sido sometidos a un proceso de
oxidacion (Gonzalez-Lavado et al. 2018). Segun este estudio, el desplazamiento indica
una transferencia de carga resultante de los procesos de oxidacién y degradacion, que

modifican la carga en la superficie de los nanotubos (Gonzélez-Lavado et al.
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2018)(Gupta et al. 2004)(Rao et al. 1997). En nuestro caso, este cambio puede deberse
también a transferencia de carga y, en consecuencia, a la posible degradacién del
recubrimiento de las nanoparticulas que es inducida por el medio &cido del lisosoma.
En las imagenes de TEM mostradas anteriormente, no tenemos suficiente resolucion
para observar estos defectos que, sin embargo, gracias a la microscopia Raman, si que

podemos confirmar.

Del mismo modo, se han llevado a cabo las medidas de espectroscopia Raman en co-
cultivos de macr6fagos J774 con nanoparticulas de Fes0.@C. Este estudio se ha llevado

a cabo en las mismas condiciones experimentales.

En la figura 5.18 se muestra una comparativa del espectro Raman correspondiente a una
muestra de nanoparticulas de Fes0.@C, junto con el obtenido de un cultivo de estas
nanoparticulas con células J774, durante 72 h. En el espectro de las nanoparticulas de
Fes04@C se observan dos bandas anchas que se superponen, cuyos maximos aparecen
en torno a 1400 cm?, correspondiente a la banda D de un grafeno con defectos, y en
torno a 1600 cm, correspondiente a la banda G del grafeno (Ferrari and Basko 2013).
Estas caracteristicas se observan también en el espectro Raman de la muestra de cultivo
celular con nanoparticulas. El pico D y el pico G del espectro se encuentran solapados
ya que el carbono que recubre las nanoparticulas es un carbono amorfo, en buen acuerdo
con los resultados mostrados anteriormente en el Capitulo I11: Caractertizacion fisico-
quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C. Las contribuciones de proteinas
celulares a 1400 cm™ y 1600 cm™? (Villegas et al. 2014)(Garcia-Hevia et al. 2015) estan

convolucionadas dentro de los picos anchos observados del recubrimiento.
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Figura 5.18. Espectros Raman de las nanoparticulas de FesOs@C obtenido
después de su sintesis y purificacion (negro) y de los cultivos de células J774
con dichas nanoparticulas, tras 72 h. de incubacion (azul).

En la figura 5.19 se presenta un andlisis de las distintas contribuciones al espectro

Raman.
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Figura 5.19. Espectro Raman de una muestra de macrofagos expuestos a
nanoparticulas de Fe30s@C durante 72 h. El espectro es el caracteristico del

carbono amorfo.
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Las bandas correspondientes al espectro Raman del cultivo de las nanoparticulas
Fes0.@C con células J774 comparadas con las bandas del espectro Raman de una
muestra de nanoparticulas de Fes0,@C se desplazan en torno unos 20 cm™ hacia el
infrarrojo. Como en el caso de las nanoparticulas de Fe@C, este desplazamiento puede
deberse también a la transferencia de carga y, en consecuencia, a la posible degradacién
del recubrimiento de nanoparticulas. Teniendo en cuenta las conclusiones de
experimentos in vitro similares realizados por Gonzalez-Lavado et al. en macréfagos
expuestos a nanotubos de carbono multicapa (Gonzélez-Lavado et al. 2018), la
oxidacion/degradacion del recubrimiento de carbono de nuestras nanoparticulas
mejoraria el procesamiento intracelular de las nanoparticulas, mejorando su
biodegradacidn. Sin embargo, la degradacion del recubrimiento parece que no ocasiona
su desaparicion completa, ni en este caso ni en el caso de las nanoparticulas Fe@C, ya
gue esto dejaria los nucleos de nanoparticulas sin proteccién. Es bien sabido que el
hierro metélico es una fuente de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden
provocar efectos letales para las células a través del dafio oxidativo de las biomoléculas
(Wu et al. 2014), y, la magnetita (asi como la maghemita) cataliza la descomposicion
de H,O; para producir el radical hidroxilo, a través de la actividad similar a la peroxidasa
en las condiciones cidas dentro de los lisosomas (Chen et al. 2012). El estudio in vivo
mediante MRI de la biodistribucién de nanoparticulas en conejos de Nueva Zelanda
realizado con nanoparticulas de Fe@C antes mencionado, confirmd la supervivencia de
los animales al menos 18 meses después de la inyeccion intravenosa de nanoparticulas
(Marquina and Ibarra 2020). Estos resultados confirmaron la biocompatibilidad de las
nanoparticulas durante su eliminacién progresiva (presumiblemente, a través de la orina
y las heces) a lo largo del tiempo que durd el experimento, lo que a su vez confirma que
el recubrimiento de capas de grafeno protege los nucleos de Fe durante meses, a pesar
de la aparicién de los defectos ahora evidenciados mediante espectroscopia Raman.
Ademas, el escape lisosdmico de nanoparticulas al citosol evitaria en cierta medida las

reacciones quimicas que conducen a su degradacién. En el caso de las nanoparticulas
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de Fe;0.,@C, serian necesarios experimentos Raman a mas largo plazo para investigar

la degradacion completa de la matriz de carbono amorfo.

5.3 Experimentos de adsorcion y desorcion de farmacos

Este trabajo se ha realizado en el marco de la colaboracion con el grupo del Profesor
King-Lu Yeung de la Hong Kong University of Science and Technology (HKUST) y se
Ilevaron a cabo en el Instituto de Nanociencia de Aragon (INA) de la Universidad de

Zaragoza).

Para estos experimentos las nanoparticulas se han incubado con acido ferulico siguiendo
el procedimiento explicado en el Capitulo 11: Materiales y métodos. La concentracion
de &cido ferulico utilizada esta por debajo de los niveles de toxicidad reportados para
este medicamento. Para los experimentos de adsorcion se incubaron 10 mg/ml de
nanoparticulas en etanol con una disolucion de acido fertlico con una concentracion de
2 mg/ml en el caso de las nanoparticulas Fe@C, y de 1 mg/ml en el caso de las
nanoparticulas de Fe;04@C. La concentracion de farmaco adsorbido por las
nanoparticulas se calcula a partir de la intensidad de los picos caracteristicos del acido
feralico en el espectro UV-Vis del sobrenadante que resulta después de separar las
nanoparticulas de la disolucién con el &cido ferdlico, transcurridos 5, 10, 20, 30, 60 y
120 minutos de incubacion (ver Capitulo Il: Materiales y métodos). Los resultados
correspondientes a las nanoparticulas Fe@C y Fe;0.@C se muestran en la figura 5.20
Ay C, respectivamente. En ellas, los circulos representan la concentracion de acido
feralico en el sobrenadante (en el eje de la derecha) a partir de la cual se calcula la
concentracién adsorbida en la superficie de las nanoparticulas (representada por
triangulos, correspondiente al eje de la izquierda). En ambos tipos de nanoparticulas, la
adsorcidn ocurre rdpidamente hasta que estan saturadas con &cido ferdlico. En el caso

de las nanoparticulas Fe@C se adsorben més de 1,8 mg de acido ferdlico en
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aproximadamente 20 minutos. En el caso de las nanoparticulas de Fe;0.@C estas estan

casi saturadas con acido ferulico después de 2 minutos, adsorbiendo en total 0,721 mg.

En los experimentos de desorcion se resuspende 1 mg de las nanoparticulas ya cargadas
con &cido feralico en 1 ml de PBS, y se calienta a 36 °C con agitacion suave durante de
1,5, 10, 20 y 30 dias. Una vez transcurrido cada intervalo de tiempo las nanoparticulas
se separan magnéticamente y, al igual que en los experimentos de adsorcion, la cantidad
de ferdlico adsorbida en las nanoparticulas se calcula a partir del espectro UV-Vis del
sobrenadante. El proceso de desorcion el proceso sigue tendencias muy diferentes segln
el tipo de particula (ver figuras 5.20.B. y 5.20.D). Segun la figura 5.20 (B), casi todo el
acido ferulico adsorbido en las nanoparticulas de Fe@C se desorbe en aproximadamente
20 dias con una liberacién constante. Sin embargo, en el caso de las nanoparticulas de
Fes04@C, en el primer dia se liberan aproximadamente 0,6 mg de farmaco (es decir,
mas del 80% del adsorbido y el resto se libera lentamente a lo largo de casi un mes. Las
nanoparticulas de Fe@C muestran una tasa de liberacion cercana al 100%, mientras que
en el caso de las de Fe;0.@C es alrededor de 81%. El hecho de que no se libere todo el
farmaco adsorbido puede deberse a la naturaleza porosa del recubrimiento de carbono
amorfo de las nanoparticulas de Fe;O,@C. Desde el punto de vista de la eficacia de la
liberacion del farmaco, en el caso de las nanoparticulas de Fes0,@C se lleva a cabo en
un periodo corto, demasiado rapido si lo que se busca es una liberacion lenta para

producir un efecto del farmaco a largo plazo.
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Figura 5.20. Perfiles de adsorcion y desorcion de acido ferulico (AF) en las
nanoparticulas Fe@C (Ay B)y FesO.@C (Cy D). En Ay C los triangulos
representan la concentracion de acido ferulico en la superficie de las
nanoparticulas calculada a partir de la concentracion de acido ferulico medida
en el sobrenadante (circulos).

5.4 Conclusiones
Los resultados obtenidos al analizar la viabilidad celular de las lineas celulares A431 y

A549 por el método MTT con las nanoparticulas de Fe@C, Fes0.@C y FesOs
confirman la importancia de la capa de carbono que recubre las nanoparticulas, ya que
esta podria reducir la generacion de especies reactivas de oxigeno. Esta reduccidn seria
mayor en las nanoparticulas de Fe@C que en las de Fes0.@C, debido a la alta
cristalinidad de las capas de grafeno que recubren el nicleo de hierro metélico (méas
toxico que la magnetita/maghemita) de una manera mas efectiva que el carbono amorfo.

No obstante, el carbono amorfo juega también un importante papel en la disminucion

de la toxicidad.
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El analisis de la viabilidad de células BV2 mediante el método de Azul de Tripan nos
permite concluir que, en ciertas condiciones experimentales, las nanoparticulas de
Fe@C y de Fe;0,@C asi como las respectivas nanoparticulas funcionalizadas con
dopamina-Poly-L-Lisina, dopamina-PEG y 4&cido caféico-PEG-NH;, no inducen
toxicidad apreciable en las lineas celulares BV2, al menos hasta las 72 h. Para ello la
concentracién de nanoparticulas afiadida al medio de cultivo no debe superar 100
pMg/mL. Nuestros experimentos han demostrado que no es necesaria una posterior
funcionalizacion de ninguno de los dos tipos de recubrimiento de carbono. Entre las
nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar no se observan diferencias
significativas en la viabilidad celular; no obstante, la funcionalizacion con los polimeros
estudiados disminuye el tamafio de los agregados y mejora la estabilidad de las
nanoparticulas en suspensiones acuosas independientemente de la naturaleza de la

envoltura de carbono.

Las imagenes TEM de las lineas celulares de macréfagos murinos expuestos a las
nanoparticulas muestran que estas células internalizan una buena cantidad de ambos
nanomateriales, sin apreciarse diferencias relacionadas con el recubrimiento. En ambos
casos las nanoparticulas se localizan en el interior de los endolisosomas-fagosomas,
aungue en caso de las nanoparticulas Fe@C, algunos nanotubos producidos durante su

sintesis ocasionan su escape hacia el citosol.

Las imagenes TEM de los macréfagos no muestran signos de dafio incluso después de
7 dias de exposicion a las nanoparticulas, a pesar de un posible bloqueo de la fase S del
ciclo celular observado después de 96 h. de exposicion a los nanomateriales.

Los espectros Raman obtenidos en cultivos celulares expuestos durante 72 h. a las
nanoparticulas revelaron la aparicion de defectos en el recubrimiento de ambos tipos de
nanoparticulas, lo que podria favorecer su degradacion por los macrofagos y, en
consecuencia, su biocompatibilidad. Sin embargo, la degradacion del recubrimiento

parece que no ocasiona su desaparicion completa, ya que dejaria desnudos los nucleos
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de nanoparticulas, ocasionando la produccidn de radicales libres que darian lugar a una
toxicidad elevada. Para estudiar la completa degradacion tanto del recubrimiento de
capas de grafeno como de carbono amorfo habria que realizar experimentos durante

mucho més tiempo.

Los experimentos de adsorcion y desorcion de acido feralico han demostrado que tanto
el recubrimiento de capas de grafeno como el de carbono amorfo son adecuados para la
adsorcion del farmaco en la superficie de las nanoparticulas y para su posterior
liberacion. Por lo tanto, ambos tipos de particulas son adecuados como portadores de
farmacos para la administracion de farmacos dirigida magnéticamente. Sin embargo,
los diferentes perfiles de adsorcién/desorcién observados, consecuencia del diferente
recubrimiento, hacen que las nanoparticulas de Fe@C sean mas adecuadas en la
practica, dado su perfil de liberacion lineal, lo que supone un comportamiento

excepcional y Unico para esta posible aplicacion.
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Capitulo VI: Propiedades fisico-
quimicas de nanoparticulas de
carburo de hierro Fe:.C y su
funcionalizacion

En este capitulo se presenta la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de
nanoparticulas de carburo de hierro Fe,>C, y de estas nanoparticulas funcionalizadas
con diferentes polimeros orgénicos, basados en la combinacion de polietilenglicol
(PEG) con un grupo catecol (tanto la sintesis de las nanoparticulas como los diferentes
métodos de funcionalizacién se han descrito en el Capitulo I1: Materiales y métodos).
En todos los casos se ha prestado especial atencion a la medida de la potencia absorbida
por suspensiones acuosas de las nanoparticulas funcionalizadas, en presencia de un
campo magnético alterno, por su posible aplicacion en tratamientos de hipertermia
magnética.

Ademas, se presenta la sintesis y caracterizacion de un nuevo polimero orgénico, con el
objetivo futuro de realizar una funcionalizacion alternativa que mejore los resultados

obtenidos con las funcionalizaciones anteriores.
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Introduccion

Las nanoparticulas de carburo de hierro tienen aplicacion como catalizadores metalicos
de reacciones que tienen lugar a altas temperaturas. Ademas, estas nanoparticulas son
ferromagnéticas a temperatura ambiente, presentan campos coercitivos moderados y
una buena estabilidad coloidal (Yu etal.2016)(Xu etal.2014)(C. Yang et al. 2012)(Me
et al. 2012)(Hong et al. 2015)(Wu et al. 2015)(Z. Yang et al. 2017).

En particular, la sintesis de las nanoparticulas del carburo de hierro Fe,,C es muy
reciente y como se ha comentado en el Capitulo Il: Materiales y métodos, se realiza a
partir de nanoparticulas de Fe (0) (Chaudret et al. 2004)(Amiens et al. 2005)(Lacroix et
al. 2009)(Meffre et al. 2011). Las nanoparticulas de Fe(0), ademas de un elevado valor
de imanacion de saturacion, tienen altos valores de SAR. Al realizar una carburacion
con una mezcla syngas de CO y H; se obtiene la fase Fe22C, que presenta un SAR
mucho mas elevado (Alexis Bordet et al. 2016)(Me et al. 2012)(A. Bordet et al. 2016a).
Por ello, estas nanoparticulas son muy buenas candidatas no sélo para catalisis
aplicando campos magnéticos alternos, sino para utilizarlas en terapia mediante
hipertermia magnética. Sin embargo las nanoparticulas de Fe.>C no son estables en
condiciones atmosféricas ni tampoco son estables en disoluciones acuosas lo que hace
que deban ser funcionalizadas con polimeros para hacerlas ademas biocompatibles.
Estas son las principales razones de que no haya apenas precedentes de su utilizacion
en biomedicina (Alexis Bordet et al. 2019).

En nuestro caso se ha decidido utilizar una estrategia de funcionalizacion similar a la
seguida para las nanoparticulas de Fe@C y de Fes0.@C y que se expone en el Capitulo
IV: Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fes0.@C
funcionalizadas, basada en la utilizacion de compuestos organicos, formando polimeros
con estructura catecol-PEG. La eleccidn de esta estructura para la funcionalizacion de
las nanoparticulas de Fe,.C se debe a diferentes factores. En principio, dada la buena

coordinacién que los grupos catecoles han mostrado con nanoparticulas de hierro (Gao



Propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de hierro Fe22C y su funcionalizacion ~ 292

et al. 2014)(Alexis Bordet et al. 2019)(Amstad et al. 2009)(Peng et al. 2006)(De
Montferrand et al. 2013)(Sangnier et al. 2019), es de esperar que los grupos catecol de
los polimeros que utilizaremos se unan también facilmente a la superficie de las
nanoparticulas Fe,,C. Ademas, como ya se comentd al tratar la funcionalizacién las
nanoparticulas de Fe@C y de Fe;0.@C, los compuestos utilizados para estas sintesis,

son baratos, comerciales y comunmente utilizados.

Las presencia de mdltiples cadenas de polimeros PEG sobre la superficie de la
nanoparticula formara una corona de hidratacién que aportara una mejor solubilidad en
agua, mayor estabilidad y una mayor biocompatibilidad (Cauda, Argyo, and Bein
2010)(Bailey and Koleske 1976)(Robert L Davidson 1980)(Mutter, M., and Bayer
1979).

En nuestro caso, de entre todos los polimeros mostrados en el Capitulo IV:
Caracterizacion fisico-quimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C
funcionalizadas, las nanoparticulas del carburo de hierro se han funcionalizado en
primer lugar con el polimero acido caféico/NH,-PEG-NHz, ya que las nanoparticulas de
Fe;0.@C funcionalizadas con este polimero presentaban una buena estabilidad en agua
y unos valores de SAR prometedores para su posterior utilizacién en hipertermia
magnética. A continuacién se ha llevado a cabo la funcionalizacion con un polimero
catecol-PEG sintetizado en el laboratorio del Profesor Fernando Novio del grupo de
investigacion Nanostructured Functional Materials (Nanosfun) del Instituto Catalan de

Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Por altimo, el objetivo ha sido sintetizar un nuevo polimero organico basado también
en la combinacién catecol-PEG e inspirado en el sintetizado por Bordet y colaboradores
(Alexis Bordet et al. 2019), aunque en nuestro caso con diferente cantidad de cadenas
PEG vy diferentes grupos funcionales. En este caso el polimero cuenta con una cadena
alquilica de unos 8-10 carbonos entre el grupo catecol y el PEG (i.e., catecol-(CH.).-

PEG), que es de esperar que aporte mayor estabilidad en disoluciones acuosas a las
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nanoparticulas funcionalizadas, evitando que se produzca la agregacion de las
nanoparticulas (Nerambourg et al. 2008) (ver Capitulo IV: Caracterizacion fisico-
guimica de nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C funcionalizadas). Ademas, el
polimero que pretendemos sintetizar puede unirse a diferentes grupos terminales. Esta
versatilidad va a permitir que las nanoparticulas funcionalizadas sean utilizadas para

unas aplicaciones u otras, en funcién de la eleccion de este grupo terminal.

Esta sintesis ha sido ardua y compleja ya que no existen apenas precedentes de la sintesis
de este tipo de polimeros. Después de numerosos ensayos a base de prueba y error, la
sintesis del polimero ha quedado interrumpida en una de las ultimas etapas, debido a la
crisis sanitaria de la COVID-19, por lo que no se ha podido continuar con la

funcionalizacion de las nanoparticulas.

OD/\/NH WO ,\/};cnﬁ
J

Buena coordinacion de los grupos Evita que se produzcala . -
: . L Mejor solubilidad en agua.
catecoles con nanoparticulas de hierro. agregacion de las mayor estabilidad
Son baratos, comerciales y comiinmente nanoparticulas en yor e Y
. . - una mayor biocompatibilidad
utilizados disolucion acuosa

Figura 6.1. Esquema de la estructura del polimero catecol-(CH.)s-PEG para
las nanoparticulas de Fez2C.

La complejidad que supone la sintesis del polimero y el trabajo de funcionalizacion ha
hecho necesaria la colaboracion de varios grupos de investigacion. La sintesis de las
nanoparticulas de Fe (0) y las de Fe».C y las primeras pruebas de funcionalizacion se
realizaron durante una estancia en el laboratorio del grupo del Profesor Bruno Chaudret,
del Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-objets (LPCNO), del CNRS-INSA-

Université Paul Sabatier de Toulouse (Francia). Ademas se ha trabajado junto con los
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grupos del Profesor Fernando Novio y del Profesor Daniel Ruiz-Molina del grupo de
investigacion Nanostructured Functional Materials (Nanosfun) del Instituto Catalan de
Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) y del Profesor Félix Busqué del Departamento
de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias de la Universitat Autonoma de
Barcelona (ambos especializados en quimica organica), durante una estancia en sus
laboratorios. Otros grupos con los que se ha colaborado son el grupo de la Profesora
Teresa Sierra, del Laboratorio de Cristales Liquidos del Departamento de Quimica
Organica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza y del Instituto de
Ciencia de Materiales de Aragon-ICMA (CSIC-Universidad de Zaragoza), y con el
grupo del Profesor Babil Menjén, del Instituto de Sintesis Quimica y Catalisis
Homogénea-ISQCH (CSIC-Universidad de Zaragoza) y del Departamento de Quimica

Inorganica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza.

6.1 Cararcterizacion de nanoparticulas de carburo de hierro Fez2C

La sintesis de las nanoparticulas del carburo de hierro Fe,2C se realizd en dos etapas
independientes (ver Capitulo Il: Materiales y métodos), siguiendo la metodologia
descrita en la literatura (Lacroix et al. 2009)(A. Bordet et al. 2016b). En una primera
reaccion se obtienen las nanoparticulas de Fe (0). Las propiedades de estas
nanoparticulas (en concreto su estructura cristalografica, tamafio y propiedades
magnéticas) son muy sensibles a las condiciones de sintesis, ya que una minima
variacion en las cantidades de los reactivos o la presencia de oxigeno en el ambiente
conducen a la total oxidacion de las nanoparticulas. Tras esta primera reaccion se realiza
el proceso de carburacién de las nanoparticulas de Fe (0) hasta obtener las
nanoparticulas de carburo de hierro, también muy inestables y sensibles a la presencia
de oxigeno. Por ello, las distintas etapas de sintesis se llevan a cabo en caja seca. La
precision en la sintesis es fundamental para obtener la composicion deseada, y el alto
valor del coeficiente de absorcién de potencia (SAR) que caracteriza a estas
nanoparticulas (Alexis Bordet et al. 2016)(Asensio et al. 2019).
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6.1.1 Caracterizacion de nanoparticulas de Fe (0)

6.1.1.1 Difraccién de rayos X
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Figura 6.2. Patron de difraccion de las nanoparticulas de Fe (0) comparado
con un patron de Fe (0) (ref. Patron 00-006-0696 X’Pert HighScore) (la
radiacion utilizada es la K, del Co).

La composicion de las nanoparticulas se ha analizado mediante difraccion de rayos X.
Para ello, dentro de la caja seca, el polvo con las nanoparticulas se coloca en un
portamuestras que se sella antes de llevarlo al difractdmetro. En este caso, la longitud
de onda utilizada en el difractometro de rayos X es la correspondiente a la linea K, del
Co. En la figura 6.2 se presenta el patron de difraccion del Fe (0) comparado con el
patron de difraccion de las nanoparticulas sintetizadas (A. Bordet et al. 2016b). Como
se puede observar, los picos mas intensos y caracteristicos del Fe (0) coinciden con los
del patrén de difraccion obtenido experimentalmente, confirmando la presencia de Fe

(0) en las particulas.
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6.1.1.2 Microscopia de transmision electrénica (TEM)

La caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas de Fe (0) se ha realizado mediante

microscopia TEM.

A)

Imagen 6.1 Imagen TEM de las nanoparticulas de Fe (0) de un tamafio
aproximado de 12,5 nm.

Como se puede observar en la imagen 6.1 (A), las nanoparticulas de Fe (0) tienen un
tamafio muy homogéneo, alrededor de los 12,5 nm en buen acuerdo con los resultados
obtenidos anteriormente siguiendo el mismo procedimiento de sintesis (Asensio et al.
2019). Este diametro junto con la homogeneidad de la distribucion de tamafio, es una
de las claves para la obtencion de los altos valores de SAR que se han obtenido para
este compuesto (Asensio et al. 2019). Como se observa en la imagen 6.1 (B), las
nanoparticulas se dispersan facilmente en la rejilla de TEM, sin formar apenas

agregados.

6.1.1.3 Caracterizacién magnética

La caracterizacion magnética de las nanoparticulas de Fe (0) se llevo a cabo en un
magnetémetro VSM. La medida de imanacidn se llevo a cabo en una muestra de polvo
(sellando el portamuestras en la caja seca), a temperatura ambiente, aplicando un campo

magnético maximo de 3 Tesla.
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Como se observa en la figura 6.3, la imanacidn satura practicamente a 1 Tesla, siendo
la magnetizacion de saturacién igual a 163,83 emu/g. La discrepancia entre este valor y
el obtenido en nanoparticulas de Fe (0) sintetizadas con anterioridad (Lacroix et al.
2009) esta probablemente en que el contenido de hierro de las nanoparticulas
sintetizadas en nuestro caso es menor. ElI campo coercitivo es igual a 220 Oe, lo que

confirma el caracter ferromagnético de las nanoparticulas (ver inset en la figura 6.3).
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Figura 6.3. Ciclo de histéresis de las nanoparticulas de Fe (0). En el inset se
representa la regién de bajo campo, observandose el campo coercitivo.

6.1.1.4 Medida del coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR)

El estudio de la absorcion de potencia se ha llevado a cabo resuspendiendo las
nanoparticulas de Fe (0) en mesitileno, dado que el hierro metélico se oxidaria al

contacto con el agua.

Las medidas para la obtencion del SAR se llevaron a cabo durante la estancia realizada
en el Laboratoire de Physique et Chimie des Nano-objets (LPCNO), del CNRS-INSA-
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Université Paul Sabatier de Toulouse (Francia). El equipo utilizado trabaja a una
frecuencia constante de 100 kHz y permite variar la amplitud del campo magnético
alterno desde O mT hasta 50 mT.

En lafigura 6.4 se representa la variacion del SAR en funcion de la amplitud del campo
magnético. EI SAR es practicamente nulo hasta aproximadamente 40 mT, campo a
partir del cual aumenta muy rapidamente hasta cerca de los 800 W/g cuando se aplica
el campo maéximo. Este valor estd en buen acuerdo con lo observado en las
nanoparticulas sintetizadas previamente (Meffre et al. 2011) y en consonancia con el
tamafio, morfologia y propiedades magnéticas comentadas en los apartados anteriores.
Por ello las nanoparticulas de Fe (0) sintetizadas pueden ser consideradas como buenos

precursores para la preparacion de nanoparticulas del carburo Fe;,C buscado.
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Figura 6.4. SAR de la muestra de Fe (0) cuando la medida se realiza ay
diferentes campos magnéticos entre 0 mT y 50 mT manteniendo fija una
frecuencia de 100 kHz.
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6.1.2 Caracterizacion de nanoparticulas de Fez2C

6.1.2.1 Difraccion de rayos X

El proceso de carburacion de las nanoparticulas de Fe (0) para la obtencién de
nanoparticulas de Fe2»C se encuentra descrito en el Capitulo 11: Materiales y métodos.
En la figura 6.5 se presenta el patron de difraccion de rayos X obtenido utilizando la
radiacion K, del Co, correspondiente a las nanoparticulas resultado de la carburacion.
Al igual que en el caso de las nanoparticulas de Fe(0), la muestra en polvo se prepara 'y
sella en el interior de la caja seca antes de llevarla al difractometro. En el difractograma,

los cuadrados sefialan los picos caracteristicos de los patrones de Fe (0) y de Fe2C.
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Figura 6.5. Patron de difraccién de las nanoparticulas de Fez2C (linea roja).
Los cuadrados sefialan los picos de difraccion caracteristicos en los patrones de
difraccion de Fe (0) (ref. Bordet et al. 2016) y de Fe2.2C (ref. Bordet et al. 2016)

(la radiacion utilizada es la K, del Co).

Como puede verse, existe una buena coincidencia con el patron del carburo de hierro,
con una pequefia contribucion de Fe (0), lo que indica que se ha obtenido la fase deseada,

aunque una pequefia parte de Fe (0) no ha reaccionado.
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6.1.2.2 Microscopia de transmision electrénica (TEM)

La morfologia de las nanoparticulas de Fe.>C se ha estudiado mediante microscopia

electronica de transmision (TEM).
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Imagen 6.2. Imagen TEM de las nanoparticulas de Fe2>C de un tamafio
aproximado de 15 nm.

De acuerdo con la imagen 6.2 (A) las nanoparticulas tienen un tamafio en torno a 15 nm.
Las mayoria de las nanoparticulas se encuentran muy bien dispersadas gracias a la
adicion de la hexadecilamina y el acido palmitico durante la sintesis (Asensio et al.
2019). No obstante, en algunas ocasiones se observan agregados como los mostrados
en laimagen 6.2 (B) Estos agregados aparecen debido a que durante la sintesis algunos
ligandos no se unen bien a los nucleos magnéticos. Sin embargo, la fraccién de
agregados en la muestra parece ser muy pequefia, dado el elevado valor del SAR que,

como se verd mas adelante, se ha obtenido para estas nanoparticulas.

6.1.2.3 Caracterizacion magnética

La caracterizacién magnética de las nanoparticulas de Fe;,C se llevd a cabo en un
magnétometro VSM. La medida de imanacion se llevé a cabo con la muestra en polvo
(sellando el portamuestras en el interior de la caja seca), a temperatura ambiente,

aplicando un campo magnético maximo de 3 Tesla.
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Segun la isoterma mostrada en la figura 6.6 las imanacién alcanzan précticamente la
saturacion para un campo magnético aplicado igual a 3 Tesla, y presenta un valor igual
a 143,94 emu/g. La discrepancia entre este valor y el obtenido en nanoparticulas de
Fe2-C sintetizadas con anterioridad (Asensio et al. 2019) esta probablemente en que el
contenido de Fe.->C de las nanoparticulas sintetizadas en nuestro caso es menor La
imanacion presenta histéresis, siendo el valor del campo coercitivo igual a 400 Oe (ver
inset figura 6.6). Este comportamiento ferromagnético es semejante a los obtenidos en

nanoparticulas sintetizadas por el mismo método (Asensio et al. 2019).

150 S S ——
,-/’ i
100 .
i Msat= 143,94 emu/g
=
g 50
L
=
7z 0
8 g-?:m
- &F:,zn
50 = .
He=400 Oe £ 0
-100 %-zo ne- 000 ||
= B0 o000 200 400
150 _ CAMPO MAGNETICO, H(T)
"3 2 -1 0 1 2 3
CAMPO MAGNETICO, H (T)

Figura 6.6. Ciclo de histéresis de las nanoparticulas de Fe22C. En el inset se
representa la regién de bajo campo, observandose el campo coercitivo.
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6.1.2.4 Coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR)

Al igual que en el caso de las nanoparticulas de Fe (0) la medida del SAR se ha llevado
a cabo en nanoparticulas redispersadas en una disolucion de mesitileno, para evitar su

oxidacién en contacto con el aire y el agua.

Las medidas para la obtencion del SAR se llevaron en el equipo del Laboratoire de
Physique et Chimie des Nano-objets (LPCNO), del CNRS-INSA-Université Paul
Sabatier de Toulouse, que trabaja a una frecuencia constante de 100 kHz y permite

variar la amplitud del campo magnético alterno desde 0 mT hasta 50 mT.

En lafigura 6.7 se muestra la dependencia del SAR de la amplitud del campo magnético
aplicado. Hasta 25 mT el SAR es nulo, aumentando rapidamente hasta alcanzar un
maximo cercano a los 1400 W/g, al aplicar el campo magnético maximo. Este valor es
un 20% menor que los 2000 W/g obtenidos en el caso de nanoparticulas de Fe;.C
sintetizadas por el mismo método (Asensio et al. 2019). Esta discrepancia podria ser
debida a la existencia de agregados de nanoparticulas en la suspensién. Como se ha
mencionado anteriormente su cantidad parece ser pequefia, de acuerdo con las imagenes
de TEM tomadas en distintas regiones de la rejilla portamuestras de TEM, aunque las
imagenes de TEM pueden no ser representativas de toda la muestra. Por otra parte, el
menor valor del SAR podria ser debido a que las nanoparticulas presentasen un menor
contenido en hierro que las sintetizadas anteriormente (Asensio et al. 2019). En
cualquier caso, el valor de SAR obtenido esta entre los mas elevados conseguidos con
nanoparticulas magnéticas (Bonvin et al. 2017)(Alexis Bordet et al. 2016) por lo que
son candidatas para utilizarlas como agentes de calentamiento en tratamientos mediante

hipertermia magnética.
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Figura 6.7. SAR de la muestra de Fe2.C cuando la medida se realiza ay
diferentes campos magnéticos entre 0 mT y 50 mT manteniendo fija una

frecuencia de 100 kHz

6.1.2.5 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Para analizar el origen de la discrepancia entre los valores de las propiedades magnéticas

de las nanoparticulas sintetizadas (fundamentalmente del valor del SAR) y los que se

observaron anteriormente, se ha determinado la cantidad de hierro mediante anéalisis

termogravimétrico.

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 6.8 la cantidad de hierro presente

en nuestras nanoparticulas es de un 88% de la masa total de la muestra.
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Figura 6.8. Andlisis termogravimétrico de una muestra de nanoparticulas de
FezC.

En cualquier caso, las nanoparticulas sintetizadas presentan un tamafio similar al
publicado en la literatura, asi como un alto valor de la imanacion y un SAR elevado.
Por ello el siguiente paso es su funcionalizacidén para obtener suspensiones acuosas

biocompatibles y estables, con el fin de utilizarlas en aplicaciones biomédicas.

6.2 Caracterizacion de nanoparticulas Fe22C funcionalizadas con polimeros
organicos

Presentamos en esta seccién la caracterizacion fisicoguimica de las nanoparticulas
funcionalizadas con acido caféico/NH,-PEG-NH; y con un polimero basado en la
combinacion catecol-PEG. Los métodos de funcionalizacion se han descrito en el

Capitulo 11: Materiales y Métodos.

6.2.1 Caracterizacion de nanoparticulas Fe22C funcionalizadas con acido
caféico/NH2-PEG-NH>

La funcionalizacion utilizando el polimero &cido cafeico/ NH.-PEG-NH; se realiz6 en
el laboratorio del Departamento de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Zaragoza del Profesor Babil Menjon. La caracterizacion de las
nanoparticulas funcionalizadas se llevo a cabo en los laboratorios del Instituto de
Ciencia de Materiales de Aragon-ICMA (CSIC-Universidad de Zaragoza) y del

Instituto de Nanociencia de Aragon-INA (Universidad de Zaragoza).
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A) B)

Imagen 6.3. Imagen de TEM de las nanoparticulas de Fe;2C sin funcionalizar
(A) y funcionalizadas (B).

Tal y como muestra la imagen 6.3 la funcionalizacion ha dado como resultado la
formacion de una matriz polimérica recubriendo las nanopaticulas de Fe;-C. Sin
embargo, si en la muestra de Fe,»C los nucleos magnéticos se encuentran bien dispersos,
tal y como se ve en laimagen 6.3 (A) cuando se realiza la funcionalizacion, estos ndcleos
se aglomeran formando, en algunas ocasiones, aglomerados micrométricos (imagen 6.3
B).

Imagen 6.4. Imagen de las nanoparticulas de Fe2>C funcionalizadas con &cido
caféico/NH.-PEG-NH.. A la izquierda, se observa la muestra inmediatamente
después de la funcionalizacion de las nanoparticulas. A la derecha se observa
la muestra a los pocos minutos, en la que las nanoparticulas han precipitado.
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Nada mas acabar la reaccién de funcionalizacion, las nanoparticulas estan bien dispersas
en disolucion acuosa (imagen 6.4 izq.) pero pasados pocos minutos, las particulas
comienzan a agregarse y a formar grandes aglomerados micrométricos que precipitan,
tal y como se observa en la imagen 6.4. drcha. Probablemente, estos agregados se
forman porque, aunque al inicio la reaccion de funcionalizacién haya ido bien, conforme
pasa el tiempo la dopamina autopolimeriza al estar en contacto con el oxigeno
atmosférico y del agua. La presencia de estos grandes agregados parece la razén
fundamental de la disminucion del valor del SAR, que en las muestras funcionalizadas
pasa a ser 30 W/g, mucho menor que en las nanoparticulas sin funcionalizar (las
medidas fueron realizadas aplicando un campo alterno de 300 Gauss de amplitud y 578
kHz de frecuencia). Evitar la agregacion es lo que, se pretende resolver con las

modificaciones del polimero que se presentan en las secciones siguientes.

El anélisis mediante rayos X confirma sin embargo que después de la funcionalizacion
y en suspension acuosa las nanoparticulas no se han oxidado totalmente y siguen
conservando la fase Fe,»C, aunque la intensidad de los picos caracteristicos del carburo
en el difractograma de la figura 6.9 es muy débil. Esto podria ser debido a que la
contribucion del polimero al patrén de difraccion sea mucho mayor que la contribucién
de las nanoparticulas. Ademas, las nanoparticulas siguen conservando su caracter
magnético, siendo atraidas cuando se coloca un iman préximo al vial que contiene la
suspension, lo que confirma la presencia de la fase magnética en una proporcién

razonable.
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Figura 6.9. Andlisis por difraccion de rayos X de las nanoparticulas de Fez2C
funcionalizadas con acido caféico y NH2-PEG-NHo,. La radiacién utilizada es
la K. del Co.

6.2.2 Caracterizacion de nanoparticulas Fe2 2C funcionalizadas con Catecol-
PEG

La funcionalizacion de las nanoparticulas de Fe.>C con un polimero organico con
estructura catecol-PEG se describe en el Capitulo 1I: Materiales y métodos. Se realizd
en el laboratorio del Departamento de Quimica Inorgénica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Zaragoza del Profesor Babil Menjon. El polimero, cuya estructura
se muestra en la figura 6.10, se sintetizd en colaboracion con el laboratorio del Profesor
Fernando Novio del grupo de investigacion Nanostructured Functional Materials
(Nanosfun) del Instituto Catalan de Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2) de la
Universitat Autonoma de Barcelona. En este caso, el polimero consta de una cadena de

40 polimeros PEG unida a un grupo catecol y a un grupo OCHjs terminal.
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Figura 6.10. Estructura del polimero catecol-PEG con el que se ha realizado la
funcionalizacion de las nanoparticulas de Fe,2C.

Las nanoparticulas funcionalizadas y en suspension acuosa siguen siendo magnéticas,
aunqgue precipitan a los pocos minutos. Aunque algunas imagenes de TEM muestran
particulas bien dispersas y aisladas (ver imagen 6.5. A), la muestra contiene también
grandes agregados como el que se muestra en la imagen 6.5 (B), cuyo tamarfio es de
varias micras. La presencia de agregados en la suspension de gran didmetro
hidrodinamico (alrededor de 5 micras) ha sido confirmada por los resultados obtenidos
utilizando la técnica DLS.
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Imagen 6.5. Nanoparticulas de Fe2»C recubiertas con el polimero cat-PEG.
En la imagen 6.5 (A), se muestra una gran extensién de nanoparticulas
bastante bien dispersas en la disolucion. En la imagen 6.5 (B) se muestra los
grandes agregados presentes en la muestra funcionalizada con cat-PEG.
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La presencia de estos agregados es con toda probabilidad la razén por la cual estas
nanoparticulas no calientan en experimentos de absorcion de potencia y por tanto su

valor de SAR es nulo.

6.3 Sintesis del polimero Catecol-(CH2)s-PEG para la funcionalizacion de
nanoparticulas magnéticas Fe22C

Por ultimo, el objetivo ha sido sintetizar un nuevo polimero organico similar al basado
en la combinacion catecol/PEG pero con una cadena alquilica de unos 8-10 carbonos
entre el grupo catecol y el PEG. Es de esperar que una cadena de esta longitud aporte
mayor estabilidad en disoluciones acuosas a las nanoparticulas funcionalizadas y
prevenga la formacion de agregados. Ademas las multiples cadenas de PEG aportaran

una mejor solubilidad en agua, mayor estabilidad y una mayor biocompatibilidad.

El polimero a sintetizar tiene una estructura como la que se muestra en la figura 6.11.
Esta sintesis, se ha realizado durante una estancia en los laboratorios del Profesor
Fernando Novio y del Profesor Daniel Ruiz-Molina del grupo de investigacion
Nanostructured Functional Materials (Nanosfun) del Instituto Catalan de Nanociencia
y Nanotecnologia (ICN2) y del Profesor Félix Busqué del Departamento de Quimica
Organica de la Facultad de Ciencias de la Universitat Autonoma de Barcelona, y
también gracias a la colaboracion con el Laboratorio de Cristales Liquidos del de la
Profesora Teresa Sierra, del Departamento de Quimica Organica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Zaragoza y del Instituto de Ciencia de Materiales de
Aragon-ICMA (CSIC-Universidad de Zaragoza).
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OH
HO

)
NH OCH;
39
Figura 6.11. Polimero catecol-(CH2)s-PEG.

En la sintesis de este polimero se distinguen dos etapas que se describen a continuacion:
la oxidacion del PEG-OCHzs Yy la sintesis del ligando Catecol-(CHy)s.

6.3.1 Oxidacion PEG-OCH3

La oxidacion del PEG-OCHjs se lleva a cabo para unirlo posteriormente al ligando
catecol-(CH>)s.

A una disolucion de 501 mg de PEG-OCHs (0,25 mmol) en 5 ml de CHCl, anhidro en
atmosfera inerte de argon, se afiaden 187 mg (0,425 mmol) de DMPI (peryodano de
Dess-Martin). EI DMPI se utiliza para la oxidacion de alcoholes primarios a aldehidos
y alcoholes secundarios a cetonas (Dess and Martin 1983). El esquema de la reaccion
se presenta en la figura 6.12. La reacciéon se deja durante 4 horas a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se afiade wuna disolucion preparada de
NaHCO3/Na;S,03-5H,0 (5 ml) para parar la reaccion y se realizan extracciones con
CH.Cl,. La fase orgéanica se seca con Na;SOsz; y se evapora a presion reducida
obteniéndose un aceite que se recristaliza con éter frio, obteniéndose 332 mg de un

solido blanco con un rendimiento del 66%.
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1) DMPI, CH ,Cl, (anh.)

/\Q/O 1t, 4h. 0o
—_—
HO 39 OCH, H 39 OCH,

2) NaHCO 5. Na,8,05 * 5H,0

Figura 6.12. Oxidacion de Dess-Martin del PEG-OCHs,

En la figura 6.13 se muestra el espectro 1H RMN del producto de esta reaccion, que se

corresponde con el PEG-OCH3 oxidado.

1H RMN 250 MHz e
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Figura 6.13. Espectro 1H RMN del PEG-OCH3 oxidado.

6.3.2 Sintesis del ligando Catecol-(CH2)s

Esta sintesis tiene lugar en cinco etapas, siguiendo el protocolo presente en la literatura
(Yan et al. 2013).

En el primer paso, a una disolucién del acido 10-bromodecanoico (500 mg, 1,99 mmol,
1 eq.) y la N-hidroxisuccinimida (229 mg, 1,99 mmol, 1 eg.) en diclorometano a 0 °C

se le afiade, gota a gota, una disolucion de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (492 mg, 2,38



Propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de carburo de hierro Fe22C y su funcionalizacion ~ 312

mmol, 1,2 eq.). Tras 15 minutos se afiaden 48 mg (0,4 mmol, 0,2 eq.) de 4-
dimetilaminopiridina en sélido y se deja durante 1 hora a 0 °C. Transcurrido este tiempo,
se deja la reaccion 24 horas a temperatura ambiente. Todos estos pasos, se realizan en
atmésfera inerte de N,. El esquema de la reaccion se presenta en la figura 6.14.

Una vez terminada la reaccion, se lava el crudo con diclorometano y se realizan 3
extracciones con diclorometano/agua. La fase orgénica, se seca, se evapora a presion
reducida y el sélido obtenido se purifica mediante cromatografia de columna utilizando
como eluyente hexano/acetato de etilo 3:1 obteniéndose un sélido amarillo con un 42%

de rendimiento.

0
o / DCC (1.2 eq) JL(\)/\
+
HO%/\&' N OH

8 DMAP (0.2 eq.)
CH,CI, (anh.)

Figura 6.14. Primer paso de la sintesis del ligando catecol-(CHa)s.

En la figura 6.15 se muestra el espectro 1H RMN del producto de esta reaccion, que se
corresponde con el del compuesto A esperado, lo que indica que la primera etapa de

esta sintesis se ha realizado con éxito.
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Figura 6.15. Espectro 1H RMN del primer paso de la sintesis del ligando

catecol-(CH2)s en un equipo RMN operando a 360 MHz,

Finalizado este primer paso, se continla con la sintesis del ligando a partir del

compuesto A obtenido (Yan et al. 2013). Para ello, a una disolucion de 3,4-

dibenciloxifenetilamina (310 mg, 0,83 mmol, 1 eq.) en dimetilformamida (DMF) (anh.)

gue se encuentra en atmdsfera inerte de N, se afiaden 214 mg (1,66 mmol, 2 eq.) de N,N-

Diisopropiletilamina (DIPEA) y 292 mg (0,83 mmol, 1 eq.) del compuesto A sintetizado

previamente, y se deja reaccionar durante 52 horas. El esquema de la reaccién se

presenta en la figura 6.16. Transcurrido este tiempo, se evapora la DMF a presion

reducida y el solido obtenido se disuelve en acetato de etilo, y se realizan lavados con

HCI 1M, brine y agua. La fase organica, se seca con MgSO. y se evapora obteniendo

un sélido que se purifica por columna cromatogréfica, utilizando como eluyente acetato

de etilo/hexano (3:1). Se obtienen asi 200 mg del compuesto B que es un sélido amarillo,

con un rendimiento del 34%.
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BuO BuQ
JLQ/\ fpind
DMF (anh.)
BuQ BuOQ

Figura 6.16. Segundo paso de la sintesis del ligando catecol-(CH>)s.

La figura 6.17 muestra el espectro 1H RMN del producto de esta reaccion, que se
corresponde con el del compuesto B esperado en esta segunda etapa de la sintesis del

ligando Catecol-(CH>)s.

1H RMN 360 MHz L1200
BnO 2
1 3 o r1100
6 () ,2\ F1000
BnO ANH 8 Br
4 5 7 8 F900
800
7.3'7_5 700
pplll 1 600
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500
[~ 400
6.9 63 1,76
1 300
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5 4 PP 535 ’ 5 oo
6,7 ppm 3.5 6 b1 ‘ I
o~ el |2 d Wl -
| 11 |
| UL JUL._ o PP . JLwY Lo
-100

T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 30 25 2.0 15 10
f1 (ppm)

Figura 6.17. Espectro 1H RMN del segundo paso de la sintesis del ligando
catecol-(CHy2)s en un equipo de 360 MHz.

Posteriormente, se sustituye el Br terminal del compuesto B por un I, lo que favorecera

el ultimo paso de la reaccion, es decir, la union entre el ligando catecol-(CHz)s con el
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PEG-OCHgs previamente oxidado. Para ello y siguiendo los pasos descritos en la
literatura (Groendyke, Modak, and Cook 2019), en un matraz se pone una disolucion de
60 mg de Nal (0,4 mmol, 2,2 eq.) en acetona (3 ml) en atmosfera inerte de Ar y se deja
durante 10 minutos en agitacion hasta que esta todo en disolucién. Transcurridos 10
minutos, se afiade una disolucién de 100 mg del compuesto B (ver figura 6.16) (0,18
mmol, 1 eq.) en acetona (7 ml). La disolucion, se deja 1 noche a reflujo. El esquema de
la reaccion se presenta en la figura 6.18. Transcurrido este tiempo, se observa que la
reaccién ha avanzado porque se forma un precipitado blanco, que se filtra y se lava con
acetona. El disolvente, se evapora a presion reducida y el sélido obtenido, se disuelve
en dietil éter, realizandose extracciones con NayS;0s3 (saturado), H>O y brine. La fase
orgénica se seca con MgSO. y se evapora el disolvente a presion reducida y
obteniéndose, 64 mg del compuesto C que es un s6lido oleoso con un rendimiento del
60%.

BuO BnO NH :
NH Br Nal :
\nze\}\/ - W
5 8 Acetona 0
Reflujo C
BnO B 1 noche BnO

Figura 6.18. Tercer paso de la sintesis del ligando catecol-(CHa)s.

En la figura 6.19 se muestra el espectro 1H RMN del producto de esta reaccién, que se

corresponde con el del compuesto C esperado.
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Figura 6.19. Espectro 1H RMN del tercer paso de la sintesis del ligando
catecol-(CHz)s en un equipo de 400 MHz.

Finalmente se llega al Gltimo paso de la reaccion, el enlace entre el ligando catecol-
(CH.)s y el PEG-OCHj5 previamente oxidado. Esta reaccion se realiza en dos etapas:
una primera en la que se forma una sal de iluro en el ligando, seguida de una reaccion

de Wittig, para formar un enlace C-C entre el ligando y el PEG.

En primer lugar, en la formacion de la sal de iluro (ver figura 6.20), a una disolucion de
40 mg (0,07 mmol, 1 eq.) del compuesto C en tolueno (3 ml), se afiaden 60 mg (0,21
mmol, 3 eq.) de PPhs y se deja la reaccion durante 48 horas a reflujo. Transcurridas las
48 horas, el matraz de la reaccion se pone en un bafio de agua y hielo, formandose en el
fondo del matraz un aceite marron que precipita. Este aceite marrdn, se lava con tolueno
frio, y posteriormente se disuelve en diclorometano. Se elimina el disolvente a presion
reducida obteniéndose 28 mg del compuesto D, que es un sélido oleoso marrén con un

rendimiento del 58%.
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BnO

BnO
NH . PPh, NH PPh,
- 8
o 8 Tolueno 0
B 48 h. (reflujo) BnO D

Figura 6.20. Sintesis del iluro de fosforo.

La figura 6.21 muestra el espectro 1H RMN del producto de esta reaccion, que se

corresponde con el del compuesto D esperado.
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Figura 6.21. Espectro 1H RMN del iluro de fésforo formado en un equipo de
400 MHz.

Por altimo se realiza la union entre el ligando catecol-(CH.)s y el PEG-OCH3 mediante
la reacciéon de Wittig (Wittig 1956), siguiendo el protocolo descrito en la literatura
(Pronin et al. 2015).
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Para ello (ver figura 6.22), a una disolucion de 28 mg del compuesto D (0,039 mmol, 1
eq.) en 2 ml de THF anhidro y bajo atmoésfera inerte de Ar se afiaden 3 mg de n-BuL.i
(0,039 mmol, 1 eq.) a -78 °C y se deja actuar durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se lleva la reaccion a 0 °C y se afiade una disolucion del PEG-OCHjs (80 mg,
0,039 mmol, 1 eq.) en 2 ml de THF anhidro y bajo atmdsfera inerte de Ar. La disolucion
se deja 1 noche a reacciona temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion,
la reaccion se para, el disolvente se evapora a presion reducida y el sélido obtenido, se
purifica mediante una columna cromatografica usando como eluyente CH,Cl,/MeOH
(95/5).

BnO

NH ﬁ\)\/w}g
o 8 BnO
D n-BuLi XHWA -‘(\\\0/\}0(:1{3
8

+ —_—
THF (anh.) 5
o reflujo

BnO
Aoy ;
H OCH,4
39

Figura 6.22. Reaccion de Wittig.

BnO

Como resultado de esta purificacion se han obtenido dos fracciones. En la figura 6.23
se muestra el espectro RMN de una de ellas. Este espectro presenta unas sefiales
similares a las del PEG-OCHes. En la figura 6.24 se muestra el espectro RMN de la otra
fraccion extraida de la columna cromatrografica, que coincide con el espectro RMA del
producto D de partida. Estos resultados indican que la reaccion de Wittig no ha tenido
lugar. Las posibles causas podrian ser una mala eleccién de reactivos pudiendo haber

elegido otros, 0 a la posible presencia de agua en la reaccion.
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Espectro RMN de una fraccion extraida | Fss0
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Figura 6.23. Espectro 1H RMN de una fraccion de la columna cromatografica
comparada con el espectro 1H-RMN del PEG-OCHz3 en un equipo de 400
MHz.

Espectro RMN de una fraceidn extraida
de fa columna cromatogrifica (rojo)
y el producto D (aznl)

o Carbono CH,
Aromatico |

Figura 6.24. Espectro 1H RMN de una fraccién de la columna cromatografica
comparada con el espectro 1H-RMN del producto D en un equipo RMN
operando a 400 MHz.
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Debido al cierre de los laboratorios en marzo de 2020 y a la parada de la actividad
asociada a la COVID-19, el trabajo de sintesis se interrumpié durante mas de 2 meses,
afectando los plazos previstos para la sintesis del polimero. Aunque la actividad se
retomo lo mas pronto posible, los pocos intentos que pudieron realizarse no tuvieron
éxito, lo que impidié la continuacion de la sintesis del polimero, la posterior
funcionalizacion y la medida del SAR de las nanoparticulas de Fe,>C en suspensién

acuosa que nos habiamos marcado como objetivo.

6.4 Conclusiones

Se han sintetizado nanoparticulas de Fe (0) y de Fe.>C de tamafio homogeéneo, bien
dispersas y estables en una disolucion de mestileno. Sus valores de imanacion y del

coeficiente de absorcion de potencia (SAR) son comparables a los de la literatura.

Tanto la funcionalizacion con &cido caféico/NH>-PEG-NH, como la funcionalizacion
con el polimero catecol-PEG han conseguido evitar la oxidacion de las nanoparticulas
de Fe,2C en suspension acuosa, pero no asi la formacion de aglomerados. Estos
probablemente son la causa de que no se hayan obtenido los elevados valores de SAR
esperados. La ausencia de oxidacion de las nanoparticulas parece indicar que en ambos
casos, terminada la reaccion de funcionalizacion, el polimero se encuentra recubriendo
individualmente cada una de las particulas (o al menos formando agregados de unos
pocos nandmetros). Sin embargo, transcurrido unos minutos el oxigeno atmosférico y
el del agua hacen que se produzca una autopolimerizacion de los grupos catecoles dando
lugar a grandes agregados. También, la cantidad de polimero afiadida (5 equivalentes
en peso) puede que sea excesiva y favorezca esta autopolimerizacién. Por tanto, para

futuras pruebas, seria recomendable utilizar una cantidad inferior de polimero.

Respecto a la nueva ruta de funcionalizacioén con un polimero de estructura catecol-
(CH2)n-PEG que evitara la formacion de estos agregados, se han llevado a cabo con
éxito cuatro de las cinco etapas de las que consta su sintesis. Los problemas que se han

expuesto anteriormente y con los que se ha tenido que ir trabajando, han impedido la
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finalizacion de la sintesis del polimero y por consiguiente el resto del trabajo con las
nanoparticulas de Fe,,C. Sin embargo dejan la puerta abierta a la continuacion de la

investigacion en este campo.
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Durante toda esta tesis se han ido exp oniendo las conclusiones de cada apartado en los

respectivos capitulos. Aqui exponemos las conclusiones generales del trabajo realizado:

Se han sintetizado dos tipos de nanoparticulas magnéticas tipo core-shell con
recubrimiento de carbono, mediante dos métodos de sintesis diferentes. Las
nanoparticulas presentan nicleos diferentes (en un caso, Fe° con una pequefa
contribucion de FesC; en el otro, Fes0. con una pequefia contribucion de y-
Fe20s3). Ademas, el recubrimiento es también distinto. Las nanoparticulas de
Fe, se encuentran encapsuladas por capas de grafeno y las de FesO., recubiertas
por una fina capa de carbono amorfo.

El método elegido para la sintesis de las hanoparticulas core-shell determina no
solo la composicién, el tamafio y comportamiento magnético del ndcleo
magnético, sino también el tipo de recubrimiento.

Las nanoparticulas de Fes0.@C son méas pequefias que las de Fe@C, lo que
favorece la estabilidad en disoluciones acuosas.

El comportamiento magnético es diferente para los dos tipos de nanoparticulas,
siendo ferromagnético para las nanoparticulas de Fe@C y superparamagnético,
incluso a temperatura ambiente para las nanoparticulas de Fes0.@C.

Los valores del coeficiente de absorcion especifica de potencia (SAR) de las
suspensiones acuosas obtenidas con las respectivas nanoparticulas son mayores
para las nanoparticulas de Fe;O.@C. Esto indica que el tamafio de particula y
la anchura de la distribucion de tamafio, asi como sus propiedades magnéticas
estdn mas cerca de los valores 6ptimos que maximizan el valor del SAR para la
amplitud y frecuencia del campo magnético alterno utilizados en los
experimentos.

La funcionalizacion de las nanoparticulas Fe@C con dopamina/Poly-L-Lisina
y de las nanoparticulas de Fe;0,@C con &cido caféico/NH-PEG-NH;
disminuye el tamafio de los agregados en disolucion acuosa, mejora la

estabilidad de las suspensiones y aumenta ligeramente el valor del SAR.
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e Los experimentos in vitro llevados a cabo con macréfagos murinos no han
mostrado signos de dafio celular incluso después de 7 dias de exposicion a las
nanoparticulas.

e Los ensayos in-vitro confirman la importancia de la capa de carbono que
recubre las nanoparticulas (y en especial del recubrimiento en capas de
grafeno), en la biocompatibilidad de las nanoparticulas. Los espectros Raman
obtenidos en cultivos celulares expuestos durante 72 h a las nanoparticulas de
Fe@C y de Fe;0.@C han revelado la aparicion de defectos en el recubrimiento,
lo que favoreceria su degradacién y por tanto la biocompatibilidad de las
nanoparticulas. Este proceso parece ser lento ya que las imagenes de TEM han
mostrado que los nucleos magnéticos permanecieron protegidos incluso
después de 7 dias en el interior de los lisosomas de los macrdfagos,
reduciéndose asi la generacion de especies reactivas de oxigeno causada por el
hierro metélico y la magnetita.

e Las nanoparticulas de Fe@C y de FesO.@C asi como las respectivas
nanoparticulas funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina, dopamina/PEG y
acido caféico-PEG-NH,, no inducen toxicidad apreciable en células de la lineas
microglial murina BV2, al menos hasta las 72 h. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en cultivos de células humanas de pulmon y piel,
asi como en células humanas de cancer cérvico-uterino HelLa.

e Los experimentos de adsorcion y desorcion de acido ferulico han demostrado
que tanto el recubrimiento de capas de grafeno como el de carbono amorfo son
adecuados para la adsorcion del farmaco en la superficie de las nanoparticulas
y para su posterior liberacion, aunque el primero puede adsorber el doble de
farmaco, que ademas es liberado de manera lineal con el tiempo. Por ello las
nanoparticulas Fe@C son mucho mas adecuadas como portadores de farmacos,
ya que una dosificacion constante es esencial para garantizar la eficacia y la

seguridad necesarias para muchas aplicaciones terapéuticas.
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Se han sintetizado nanoparticulas de Fe (0) y de Fe,>C de tamafio homogeéneo,
bien dispersas y estables en una disolucion de mesitileno. Sus valores del
coeficiente de absorcion especifica (SAR) son mucho mas altos comparados
con los de las nanoparticulas de Fe@C y Fe;0.@C y son comparables a los de
la literatura.

Tanto la funcionalizacion con &cido caféico/NH,-PEG-NH, como la
funcionalizacion con el polimero catecol-PEG han conseguido evitar la
oxidacion de las nanoparticulas de Fe,>C en suspension acuosa, pero no asi la
formacion de aglomerados.

La sintesis de un polimero de estructura catecol-(CH.),-PEG que evite la
formacion de estos agregados, se ha llevado a cabo con éxito en cuatro de las
cinco etapas de las que consta el proceso. Los problemas que se han expuesto

anteriormente han impedido la finalizacion de la sintesis del polimero.

Los resultados obtenidos con los diferentes tipos de nanoparticulas abren un campo

prometedor para futuras investigaciones.

Optimizacion de los métodos de sintesis de las nanoparticulas, tanto por método
fisico como por método quimico para mejorar las propiedades fisico-quimicas
presentadas.

Mejora de los métodos de funcionalizacion de las nanoparticulas de Fe@C y
Fes04@C, para disminuir el tamafio de los agregados en suspension acuosa y
mejorar la estabilidad de estas suspensiones.

Estudio de los fendmenos de absorcion de potencia y de relajatividad en las
suspensiones de nanoparticulas core-shell optimizadas.

Finalizacion del proceso de sintesis del prometedor polimero catecol-(CH2),-
PEG (que se vio truncada por la crisis del COVID-19) para la funcionalizacién
de las nanoparticulas de Fe,.C y para la obtencion de suspensiones

biocompatibles de estas nanoparticulas.
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o Estudio de la absorcion de potencia y de la relajatividad de estas suspensiones.

e Estudio in vitro de la internalizacion celular y de la citotoxicidad de las
nanoparticulas de Fe;»C funcionalizadas.

e Realizacidn de ensayos in vivo con las nanoparticulas magnéticas core-shell y
de carburo de hierro. En este ultimo caso es particularmente interesante la
realizacion de experimentos de hipertermia magnética, dependiendo de los

resultados in vitro.



	1756_Mateu Roldán, Adán.pdf
	Índice
	Agradecimientos
	Resumen
	Referencias
	Abreviaturas
	Capítulo I: Introducción
	1.1 Nanotecnología, nanociencia y nanopartículas magnéticas
	1.2 Conceptos básicos de magnetismo en sistemas de nanopartículas
	1.2.1 – Tipos de comportamiento magnético-Superparamagnetismo
	1.2.2 Mecanismos de relajación en nanopartículas magnéticas

	1.3 Aplicaciones en biomedicina
	1.3.1 Hipertermia e hipertermia magnética
	1.3.2 Liberación de fármacos
	1.3.2.1 Portadores magnéticos para liberación local de fármacos


	1.4 Nanopartículas magnéticas de hierro y carbono
	1.5 Objetivos de la tesis
	Referencias
	Capítulo II: Materiales y métodos
	2.1 Técnicas experimentales
	2.1.1 Microscopía electrónica de transmisión (Transmission Electron Microscopy, TEM)
	2.1.2 Difracción de rayos X
	2.1.3 Caracterización magnética mediante medidas de imanación
	2.1.3.1 Magnetometría SQUID
	2.1.3.2 Magnetómetro de muestra vibrante (VSM)

	2.1.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
	2.1.5 Dispersión dinámica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS)
	2.1.6 Espectroscopia Raman
	2.1.7 Coeficiente de absorción específica de potencia (SAR)
	2.1.8 Potencial Z
	2.1.9 Espectroscopia fotoelectrónica de rayos X. (X-ray Photon Spectroscopy, XPS)
	2.1.10 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS)
	2.1.11 Análisis termogravimétrico (TGA)
	2.1.12 Espectrometría de emisión atómica con plasma acoplado por inducción (ICP-OES)
	2.1.13 Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN)
	2.1.14 Citometría de flujo

	2.2 Síntesis de nanopartículas
	2.2.1 Síntesis de nanopartículas de Fe@C
	2.2.2 Síntesis de nanopartículas de Fe3O4@C
	2.2.3 Síntesis de nanopartículas de Fe2.2C
	2.2.3.1 Síntesis de nanopartículas de Fe (0)

	2.2.3.2 Síntesis de nanopartículas de Fe2.2C

	2.3 Funcionalización de nanopartículas
	2.3.1. Funcionalización de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C con dopamina/Poly-L-Lisina
	2.3.2 Funcionalización de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C con dopamina/PEG-NH2
	2.3.3 Funcionalización de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C con ácido caféico/NH2-PEG-NH2
	2.3.4 Funcionalización de nanopartículas de Fe2.2C con ácido caféico/NH2-PEG-NH2
	2.3.5 Funcionalización de nanopartículas de Fe2.2C con catecol-PEG

	2.4 Experimentos in-vitro
	2.4.1 Ensayos de viabilidad celular con células de la línea BV2
	2.4.2 Ensayos de viabilidad con células A431 y A549
	2.4.3 Cultivos de células HeLa y J774.
	2.4.4 Estudio de adsorción y desorción de fármacos

	Referencias
	Capítulo III: Caracterización físico-química de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C
	3.1 Nanopartículas obtenidas mediante síntesis física (Fe@C)
	3.1.1 Difracción de rayos X
	3.1.2 Microscopía de transmisión electrónica (TEM)
	3.1.3 Espectroscopia Raman
	3.1.4 Determinación de hierro en las nanopartículas de Fe@C por ICP-OES
	3.1.5 Caracterización magnética – medidas de imanación
	3.1.6 Espectroscopia fotoelectrónica de rayos X. (XPS)
	3.1.7 Dispersión dinámica de luz (DLS)
	3.1.8 Coeficiente de absorción específica de potencia (SAR)

	3.2 Nanopartículas obtenidas mediante síntesis química (Fe3O4@C)
	3.2.1 Difracción de rayos X
	3.2.2 Microscopía de transmisión electrónica (TEM)
	3.2.3 Espectroscopia Raman
	3.2.4 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS)
	3.2.5 Caracterización magnética – medidas de imanación
	3.2.6 Espectroscopia fotoelectrónica de rayos X. (XPS)
	3.2.8 Coeficiente de absorción específica de potencia (SAR)

	3.3 Conclusiones
	Referencias
	Capítulo IV: Caracterización fisico-química de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C funcionalizadas
	Introducción
	4.1 Caracterización de nanopartículas funcionalizadas con dopamina/Poly-L-Lisina
	4.1.1 Nanopartículas Fe@C
	4.1.2 Nanopartículas Fe3O4@C

	4.2 Caracterización de nanopartículas funcionalizadas con dopamina/PEG-NH2
	4.2.1 Nanopartículas Fe@C
	4.2.2 Nanopartículas Fe3O4@C

	4.3 Caracterización de nanopartículas funcionalizadas con ácido caféico/NH2-PEG-NH2
	4.3.1 Nanopartículas Fe@C
	4.3.2 Nanopartículas Fe3O4@C

	4.4 Conclusiones
	Referencias
	Capítulo V: Experimentos in vitro
	Introducción
	5.1 Ensayos de viabilidad celular
	5.1.1 Ensayos de viabilidad celular con las líneas celulares A431 (células de carcinoma epidermoide) y A549 (células epiteliales basales alveolares humanas adenocarcinómicas)
	5.1.2 Ensayos de viabilidad celular con la línea celular BV2 (macrófagos murinos)
	5.1.2.1 Ensayos de viabilidad celular con las nanopartículas de Fe@C y Fe@C-dopamina/Poly-L-Lisina
	5.1.2.2 Ensayos de viabilidad celular de las nanopartículas de Fe3O4@C y Fe3O4@C-ácido caféico/NH2-PEG-NH2

	5.1.3 Ensayos de viabilidad de las líneas celulares HeLa (células epiteliales de cáncer cérvico-uterino) y J774 (macrófagos reticulares de ratón BALB/c)
	5.1.3.1 Estudio de la toxicidad de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C en macrófagos reticulares murinos BALB/c (línea celular J774)
	5.1.3.2 Estudio de la toxicidad de nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C en células HeLa


	5.2 Internalización de las nanopartículas de Fe@C y Fe3O4@C por macrófagos murinos J774
	5.2.1 Estudio de la internalización celular mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM)
	5.2.2 Estudio de la degradación del recubrimiento de las nanopartículas Fe@C y Fe3O4@C por macrófagos mediante espectroscopía Raman

	5.3 Experimentos de adsorción y desorción de fármacos
	5.4 Conclusiones
	Referencias
	Capítulo VI: Propiedades físico-químicas de nanopartículas de carburo de hierro Fe2.2C y su funcionalización
	Introducción
	6.1 Cararcterización de nanopartículas de carburo de hierro Fe2.2C
	6.1.1 Cararcterización de nanopartículas de Fe (0)
	6.1.1.1 Difracción de rayos X
	6.1.1.2 Microscopía de transmisión electrónica (TEM)
	6.1.1.3 Caracterización magnética
	6.1.1.4 Medida del coeficiente de absorción específica de potencia (SAR)
	6.1.2 Caracterización de nanopartículas de Fe2.2C
	6.1.2.1 Difracción de rayos X
	6.1.2.2 Microscopía de transmisión electrónica (TEM)
	6.1.2.3 Caracterización magnética
	6.1.2.4 Coeficiente de absorción específica de potencia (SAR)
	6.1.2.5 Análisis termogravimétrico (TGA)

	6.2 Caracterización de nanopartículas Fe2.2C funcionalizadas con polímeros orgánicos
	6.2.1 Caracterización de nanopartículas Fe2.2C funcionalizadas con ácido caféico/NH2-PEG-NH2
	6.2.2 Caracterización de nanopartículas Fe2.2C funcionalizadas con Catecol-PEG

	6.3 Síntesis del polímero Catecol-(CH2)8-PEG  para la funcionalización de nanopartículas magnéticas Fe2.2C
	6.3.1 Oxidación PEG-OCH3
	6.3.2 Síntesis del ligando Catecol-(CH2)8

	6.4 Conclusiones
	Referencias
	Capítulo VII: Conclusiones generales y perspectivas de trabajo futuro




