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Resumen

En la actualidad, las nanoparticulas magnéticas (MNPs, por sus siglas en inglés) son
ampliamente estudiadas en el campo de la biomedicina por sus interesantes
caracteristicas. Sus aplicaciones van desde su uso como agentes de contraste en
resonancia magnética de imagen (RMI), la fabricacion de biosensores, la liberacion
controlada de farmacos o incluso los tratamientos tumorales mediante hipertermia
magnética. El presente trabajo de final de méaster ha sido impulsado por una aplicacion
menos comun de la hipertermia magnética, concretamente su uso para modular las
propiedades biofisicas de membranas celulares modelo (liposomas) mediante un
calentamiento localizado y controlado.

El trabajo se ha centrado en el estudio tedrico de la capacidad de generar calor de MNPs
de distintos tamafios bajo la aplicacion de campos magnéticos alternos. Para lograr este
objetivo, se han empleado métodos computacionales para simular un modelo teérico que
contempla MNPs con un didmetro comprendido entre los 6 y 18 nm. Estas MNPs se han
simulado variando su anisotropia y las condiciones del campo magnético aplicado.
Modificar dichos pardmetros ha sido crucial para evaluar su efecto en la capacidad de
disipacion de calor de las MNPs.

Previamente a este estudio, en el grupo BioNanosurf se han sintetizado y caracterizado
las MNPs de forma experimental. Los resultados obtenidos en el laboratorio han sido
comparados con las simulaciones realizadas en el presente trabajo. Esta comparacion ha
permitido entender mejor los resultados experimentales y determinar cuales son las
condiciones que favorecen una mayor generacion de calor en la aplicacion propuesta.

El trabajo realizado asienta las bases para continuar investigando el efecto de otras
variables como puede ser la interaccion entre nanoparticulas, algo que ocurriria en
aplicaciones in vitro e in vivo.



Abreviaturas y acronimos

AFM = Microscopia de Fuerza Atomica (Atomic Force Microscopy)
AMF = Campo Magnético Alterno (Alternating Magnetic Field)
CESGA = Centro de Supercomputacion de Galicia

CLI = Interfaz de Linea de Comando (Command Line Interface)

DPPC = Dipalmitoilfosfatidilcolina (Dipalmythoylphosphatidylcholine)
HFM = Hipertermia de Fluidos Magnéticos

INMA = Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragon

LLG = Landau-Lifshitz-Gilbert

ML = Magnetoliposomas

MNP = Nanoparticula Magnética (Magnetic Nanopatrticle)

PMAO = poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno)

RMI = Resonancia Magnética de Imagen

SAR = Tasa de Absorcidn Especifica (Specific Absorption Rate)

TEM = Microscopia Electronica de Transmision (Transmission Electron Microscopy)
VPN = Red Virtual Privada (Virtual Private Network)






Indice

R 1] (oo [F ool o] RSO U SO P PP 1
1.1 Nanoparticulas MagnAtiCas.........cceouieriririririeiee e 1
1.2 Hipertermia MagnétiCa .........cccoereiiirieieiee et 2
1.3 Liposomas como modelos de membranas celulares .............cccoceevvveiecieieenen. 3
1.4 Antecedentes Y planteamiento ...........ccovririiiiieieie e 5

2. ODJELIVOS ...t 7

3. MaterialeS Y MELOUOS .......coovveieiiieiieie sttt e et e e e e sreenee e 8
3.1 Preparacion de 1as MINPS ...t 8
3.2 Caracterizacion de 1aS MINPS ..o e 8
3.3 Seleccidn de las particulas para las simulaciones tedricas ............cccceevenene 8
K I V] [T (=1 [0 =T ] ot OSSP PR URR 9
3.5  MEtodos COMPULACIONAIES .........ccviuiiiiieiieeee e 10
K3 T O To [ To o TSSOSO 12

~N o o1 b~
O
o
>
Q
c
2,
o
>
D
w
[EEN
©



1. Introduccion

1.1 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas se definen generalmente como particulas cuyo tamafio se encuentra
por debajo de los 100 nm. Debido a su reducido tamafio, pueden presentar propiedades
Opticas, eléctricas, magnéticas etc. nuevas o completamente distintas a las que tendria el
mismo material en la escala macroscopica [1]. Concretamente, ciertas nanoparticulas
magnéticas (MNPs, por sus siglas en inglés) se caracterizan por tener una respuesta
magnética Unica, conocida como superparamagnetismo. Esta propiedad consiste en que,
en presencia de un campo magnético externo, las MNPs sufren una elevada imanacion
sin mostrar remanencia cuando éste se retira (Figura 1a) [2].
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Figura 1. A) Ciclos de histéresis segun el tipo de material magnético [2] (Figura reproducida de Navascuez Lominchar,
Marcos, “Bioorthogonal click chemistry as a tool for the surface immobilization of magnetic nanoparticles,” 2016.)
B) Transition from superparamagnetic to the multi-domain region [3] (Figura reproducida de K. Wu, D. Su, J. Liu, R.
Saha, and J. P. Wang, “Magnetic nanoparticles in nanomedicine: A review of recent advances,” Nanotechnology, vol.
30, no. 50, Sep. 2019).

Las MNPs formadas por metales puros (Fe, Co, Ni, etc.) aleaciones (FeCo, permalloy) y
oxidos (Fe3Oa, y-Fe203, CoFe204, etc.) son las méas empleadas actualmente en el ambito
de la nanotecnologia. Pese a esto, en las aplicaciones biomédicas los metales puros no se
emplean por su toxicidad y su oxidacion [3]. En contrapartida, los 6xidos de hierro como
la magnetita (FesO4) o la maghemita (y -Fe203), son cominmente empleados por su gran
estabilidad quimica y coloidal, la alta biocompatibilidad y coste reducido [4]. Gracias a
las interesantes caracteristicas mencionadas anteriormente, se ha producido un
incremento en el nimero de estudios sobre las MNPs y sus aplicaciones en el campo de
la biomedicina. Dichas aplicaciones van desde su uso como agentes de contraste en
resonancia magnética de imagen (RMI), la fabricacién de biosensores, la liberacion
controlada de farmacos o incluso los tratamientos tumorales mediante hipertermia
magnética [4].



1.2 Hipertermia magnética

La hipertermia de fluidos magnéticos (HFM) consiste en la de generacion de calor a
distancia empleando nanoparticulas magnéticas mediante la accion de un campo
magnético alterno (AMF) [3]. Este procedimiento ha recibido una gran atencion en los
ultimos afios como alternativa terapéutica para el tratamiento del cancer, debido a la
mayor sensibilidad de las células tumorales a los aumentos de temperatura y al hecho de
que materiales magnéticos comunes como los 6xidos de hierro son muy biocompatibles
[4], y que los campos magneéticos empleados son esencialmente inofensivos para el
cuerpo humano. La idea bésica es que, MNPs que no muestran histéresis (es decir, no hay
absorcion de energia magnética) bajo la aplicacion de campos de baja frecuencia, si
mostrarian histéresis (es decir, su reorientacion magnética implica un coste energeético)
bajo la aplicacion de campos magnéticos alternos de frecuencia - y amplitud - alta. Como
la energia magnética absorbida se puede transformar eficientemente en energia térmica,
las nanoparticulas magnéticas podrian administrarse de forma segura dentro de la regién
tumoral, para actuar como mediadores del calor local mediante la aplicacion remota de
un campo alterno. Lo ideal seria elevar la temperatura del tumor de forma controlada (en
torno a los 43-47 °C), de modo que las células cancerosas resultaran dafiadas mientras las
sanas permanecieran inalteradas. En Europa, el uso de la hipertermia magnética como
terapia recibio su aprobacion para el tratamiento de tumores cerebrales (glioblastoma) en
2013 [5]. Ademas de su uso como terapia oncoldgica, la hipertermia magnética se ha
estudiado para liberacion controlada de farmacos [6] y se esta actualmente explorando
como herramienta para modular las propiedades biofisicas de membranas celulares
(fluidez y permeabilidad) [7]. Es precisamente dentro de esta nueva aplicacion donde se
enmarca el trabajo realizado en este TFM, ya que uno de los directores lidera un proyecto
centrado en el uso del calentamiento localizado inducido por MNPs para modular la
fluidez de membranas celulares [8].

La efectividad de la hipertermia magnética esta estrechamente relacionada con la cantidad
de energia absorbida por un material en presencia de un campo magnético alterno [9], la
cual se conoce como el coeficiente o tasa de absorcion especifica, SAR (acronimo de
Specific Absorption Rate, en inglés). En aplicaciones biomédicas, el SAR se suele
expresar en vatios por gramo (W/g). Un mayor SAR significara una mayor absorcion de
energia por parte de las MNPs, lo que conllevard una mayor cantidad de calor disipada
[10].

Hay distintos parametros que pueden afectar al calentamiento de las MNPs [11], [12] :

a) Frecuenciay amplitud del campo magnético:

Existen estudios que demuestran que el SAR incrementa al aumentar la amplitud
(Hmax) y frecuencia (f) del campo magnético aplicado [13], [14], [15], lo que
sugeriria usar campos grandes para generar el calor deseado. El problema es que
para aplicaciones in vivo la combinacion Hmax-f esté limitada, ya que campos con
gran amplitud y frecuencias altas pueden producir un aumento de temperatura en
tejidos no magnéticos. El limite fijado para el producto del campo por la
frecuencia es de 4.85-10% A/m-s, aunque para zonas de exposicion mas reducidas
se puede ampliar el limite hasta 5-10° A/m-s [11], [16]. Por lo tanto, es
fundamental para la aplicacion optimizar el SAR para combinaciones de Hmax Yy f
controladas. Tipicamente, Hmax alcanza unas decenas de KA/m, y f es del orden de
cientos de kHz.



b) Tamario de la nanoparticula:

La generacion de calor tiene una estrecha relacion con el tamafio (volumen, V) de
la nanoparticula, ya que junto a su constante de anisotropia (K), define la fortaleza
del acoplo de la imanacidn a su red frente a las fluctuaciones térmicas (véase
subapartado siguiente). En general, para cualquier material (definido por sus
parametros K y Ms caracteristicos) existe un tamafio éptimo de disipacion de
energia, el cual dependera también de las caracteristicas del campo [17]. Sin
embargo, para los 6xidos - como los del estudio actual -, debido a su baja K, podria
ocurrir que tal tamafio éptimo fuese muy grande, por encima de las decenas de
nanémetros. Por ejemplo, Sheng et al. [18] observaron que al incrementar el
diametro de la particula se incrementa su SAR de modo no monotonico, sin llegar
a observar un tamafio 6ptimo. Por otro lado, observaron que las MNPs con
diametros inferiores a 10 nm presentaban un SAR muy cercano a 0.

c) Anisotropia:

Todas las MNPs tienen una cierta anisotropia que lleva a una energia minima en
una direccién determinada. En el caso simple de considerar simetria uniaxial para
la anisotropia, la energia de anisotropia magnética (proporcional a la constante de
anisotropia uniaxial, K, y volumen de la particula, V) se podria describir como la
barrera de energia que encontramos cuando intentamos rotar el momento
magnético de una MNPs fuera de su direccidn preferida. Es esta oposicién a la
rotacion de la imanacion la responsable de general pérdidas energéticas en forma
de calor. Por lo tanto, la anisotropia (en general barrera de anisotropia) sera un
parametro clave a optimizar al estudiar el SAR.

1.3 Liposomas como modelos de membranas celulares

Los liposomas son vesiculas esféricas delimitadas por una bicapa compuesta por
fosfolipidos y que separa dos compartimentos acuosos. La bicapa esta formada por
cabezas hidrofilicas y colas hidrofdbicas, lo que le otorga un comportamiento anfifilico.
En contacto con un medio acuoso, las colas se enfrentan entre si dejando las cabezas
polares expuestas. De esta manera, se acaban formando esferas con un pequefio lumen
acuoso en su interior. Esta configuracion ofrece la posibilidad de cargar compuestos
hidrofilicos en el compartimento acuoso interno, mientras que los compuestos
hidrofobicos podrian introducirse en la bicapa lipidica. Por otro lado, también existe la
posibilidad de anclar moléculas de interés a su superficie. Los liposomas han sido
ampliamente estudiados como sistemas de administracion de farmacos [19], [20] y
herramientas de diagndstico [21], [22], y también se ha descrito su uso como modelos de
membrana celular [23].

Un parametro muy importante a tener en cuenta a la hora de disefiar un liposoma es la
temperatura de transicion de fase (Tm) de los fosfolipidos empleados. Los lipidos pueden
hallarse en un estado liquido, por encima de la temperatura de transicion, o en un estado
tipo gel si se encuentran por debajo de esta. Para el uso de liposomas como modelos de
membranas celulares, es conveniente emplear fosfolipidos cuya temperatura de transicion
de fase sea superior a la temperatura fisiolégica. Por ejemplo, la
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, Tm = 42 °C) se utiliza a menudo para disefiar
liposomas que imiten la parte exterior de una membrana celular.



Actualmente, en el grupo de investigacion en el que se ha realizado este Trabajo Fin de
Master (Grupo BioNanosurf, Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragén, INMA)
se esta estudiando el efecto que el calentamiento inducido por las MNPs bajo la aplicacion
de un campo magnético alterno tiene en la permeabilidad y fluidez de la membrana
celular. Sin embargo, estudiar el comportamiento de las MNPs unidas a la membrana
celular y el efecto del calentamiento local sobre las propiedades de la membrana de una
célula viva no es trivial, debido a la intrinseca complejidad de un sistema biologico. Para
tener una mejor comprension de estos fendmenos, se ha planteado el uso de modelos
simplificados de membranas celulares (monocapas de fosfolipidos y colesterol
depositadas sobre sustratos de mica). Los estudios preliminares llevados a cabo mediante
técnicas de microscopia de fuerza atomica (AFM) usando MNPs de 12 nm en didmetro
depositadas sobre estas monocapas han indicado que existe un calentamiento localizado
inducido por las MNPs tras la aplicacion de un campo magnético [7]. No obstante, se
trata de un modelo muy simplificado que, ademas, no permite un estudio en profundidad
de los cambios de fluidez y permeabilidad de la membrana. Por ello, se ha propuesto el
uso de magnetoliposomas (MLs) como modelos de membranas que simulen mejor la
membrana de una célula viva y permitan estudiar mejor el efecto del calentamiento
localizado inducido por las MNPs tras la aplicacion de campos magnéticos alternos en
las propiedades biofisicas de las membranas (fluidez y permeabilidad).

Los magnetoliposomas son liposomas que contienen MNPs encapsuladas en el Iimen o
embebidas en la bicapa lipidica, segin su tamafio (Figura 2). La insercion de MNPs (ML-
A) en la bicapa lipidica de liposomas viene limitada por su grosor (3.4 nm), haciendo
dificil la insercion de MNPs cuyo didmetro supere ese tamario, aungque recientemente
Choi et al. demostraron la insercion de MNPs de 6 nm en diametro en la bicapa lipidica
de liposomas [24]. En cuanto a MNPs de mayor tamafio, estas pueden ser encapsuladas
en el compartimento interior de los liposomas (ML-B), o pueden estar unidas al exterior
de la membrana liposomal (ML-C).
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Figura 2. Distintas configuraciones de magnetoliposomas. a) MNPs encapsuladas en el limen. b) MNPs unidas al
exterior de la superficie del liposoma. ¢) MNPs introducidas en la bicapa lipidica (figura de elaboracion propia
usando BioRender.com).



1.4 Antecedentes y planteamiento

Como se indica en el apartado anterior, en el grupo de investigacion BioNanosurf se ha
planteado el uso de liposomas con nanoparticulas magnéticas en distintas localizaciones
(Figura 2) para estudiar el efecto del calentamiento localizado generado con hipertermia
magnética en modelos de membranas celulares. Para la preparacion de los tres tipos de
magnetoliposomas se habian elegido a priori MNPs con dos diametros distintos: 6 y 14
nm. Las MNPs de 6 nm se podrian emplear para las tres configuraciones, pero serian las
unicas que se podrian introducir en la membrana (configuracion C), debido al grosor de
la bicapa lipidica. Las MNPs de 14 nm serian validas solamente para las configuraciones
Ay B.

Ademaés, los experimentos de hipertermia magnética usando los magnetoliposomas se
habian planteado en condiciones de amplitud y frecuencia del campo magnético alterno
similares a las empleadas con cultivos celulares (16.9 KA/m y 388/491 kHz).! Sin
embargo, hay varios trabajos que parecen indicar una muy baja (o nula) capacidad de
generar calor de las MNPs de diametro inferior a 10 nm bajo condiciones de campo y
frecuencia similares. Por ejemplo, en 2017 Sheng et al. [18] estudiaron el efecto del
tamafio de la nanoparticula en su capacidad de generacion de calor al aplicar un campo
magnético alterno de 20.7 kA/m con una frecuencia de 325 kHz (Figura 3). En el estudio
concluyeron que la eficiencia de calentamiento depende de distintas propiedades de las
MNPs, como la saturacion de magnetizacion y la energia de anisotropia. En el caso de la
magnetita y la maghemita, esas propiedades estan intrinsicamente asociadas con el
tamafo de los nanocristales. Los resultados obtenidos demostraron que las particulas
inferiores a 10 nm tenian un SAR muy reducido, lo cual indicaria su nula capacidad para
generar calor. Por otro lado, las particulas superiores a 20 nm incrementan notoriamente
su SAR'y, por ende, la capacidad de generacién de calor.
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Figura 3. Evolucion del SAR en funcién del diametro de la MNP [18] (Figura reproducida de S. Tong, C. A. Quinto,
L. Zhang, P. Mohindra, and G. Bao, “Size-Dependent Heating of Magnetic Iron Oxide Nanoparticles,” ACS Nano,
vol. 11, no. 7, pp. 6808-6816, Jul. 2017).

L El aplicador de campo magnético dispone de dos bobinas, una para medidas de SAR y otra para trabajar
con cultivos celulares. Dado que las frecuencias de las dos bobinas no coinciden, se han elegido para este
trabajo las frecuencias de 388 y 491 kHz de la bobina para medir SAR, con el fin de tener un valor superior
y otro inferior al de la frecuencia de la bobina para células (425 kHz).
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Por otro lado, con anterioridad al comienzo de este TFM, se habian preparado y
caracterizado las MNPs de 6 y 14 nm, obteniendo valores de SAR muy bajos para las
MNPs de 6 nm (36 y 40 W/g Fe a 16.7 kA/m y 388 y 491 kHz, respectivamente) e
intermedios para las MNPs de 14 nm (120 y 198 W/g Fe a 16.7 kA/m y 388 y 491 kHz,
respectivamente).

En vista de estos antecedentes, se planted para este TFM un estudio tedrico del
comportamiento del SAR en funcion del tamafio de particula para condiciones especificas
de amplitud y frecuencia del campo magnético. Por ello, el TFM ha sido realizado en
colaboracion con el Dr. David Serantes de la Universidad de Santiago de Compostela,
experto en simulaciones tedricas de las propiedades de las nanoparticulas magnéticas. El
modelo tedrico propuesto sera el mismo que el usado por ejemplo en la reciente
publicacién de Ovejero et al. [25], en la que han participado tanto el Dr. Serantes, como
varios investigadores de grupo BioNanosurf.



2. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Méster es realizar un estudio teérico de la
capacidad de generar calor de MNPs de distintos tamafios bajo la aplicacion de campos
magnéticos alternos. Los tamafios elegidos permiten el uso de las MNPs en la preparacion
de magnetoliposomas con las tres configuraciones descritas en la Figura 2. Por tanto, cabe
esperar que los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master puedan ser utilizados
para el disefio de magnetoliposomas en el marco de la investigacién llevada a cabo en el
grupo de investigacion. Los resultados experimentales se han combinado con estudios
tedricos para tener una mejor comprension de los datos obtenidos.

Para alcanzar el objetivo principal, se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Adquirir conocimientos basicos de nanomagnetismo, hipertermia magnética y
calculos computacionales.

2. Realizar una simulacion teérica del SAR de nanoparticulas magnéticas en el rango
de 6-18 nm de diametro.

3. Analizary comparar los resultados teéricos con los datos de SAR experimentales.



3. Materiales y métodos

La preparacion y caracterizacion fisico-quimica de las MNPs empleadas en este trabajo
han sido llevadas a cabo con anterioridad a este Trabajo Fin de Master por Eduardo
Moreno e Yilian Fernandez del grupo BioNanosurf, en el marco de sus tesis doctorales.
A continuacion, se detallan algunos de los aspectos mas relevantes relacionados con la
preparacion y caracterizacion de las MNPs.

3.1 Preparacion de las MNPs

Las MNPs de 6 y 14 nm han sido sintetizadas siguiendo el protocolo optimizado por el
grupo de investigacion, mediante descomposicion térmica de precursores
organometalicos de hierro en disolventes con alto punto de ebullicion [26], [27]. La
estabilizacion de las MNPs magnéticas en medio acuoso se llevo a cabo utilizando el
polimero anfifilico [poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno, PMAO) [26], [27].

3.2 Caracterizacion de las MNPs

El tamafio y la morfologia de las MNPs se analizaron mediante microscopia electronica
de transmisién (TEM). Las MNPs en fase organica se lavaron tres veces con hexano y
etanol y se diluyeron en cloroformo. Posteriormente, se depositd una gota de esta
disolucién en una rejilla de TEM de cobre con recubrimiento de carbono y se dejo secar
a temperatura ambiente. Las medidas del didmetro de las MNPs se llevaron a cabo
utilizando el software Digital Micrograph. Se contabilizaron de cada micrografia de TEM
unas 200 MNPs y se representaron en un histograma de tamafios usando Excel.

La concentracién de hierro (mg/ml) de las muestras se determind mediante un
procedimiento colorimétrico, midiendo la absorbancia de las muestras a 480 nm [27].
La caracterizacion magnética de las MNPs se llevd a cabo en un magnetometro SQUID
MPMS-XL (Quantum Design). Para ello se depositaron 50 pl de la suspension de MNPs
en un algoddn y se dejo secar a temperatura ambiente. Este algoddn se introdujo en una
capsula de policarbonato y esta fue insertada en el equipo de medicion. El estudio de la
magnetizacion en funcion del campo magnético se realiz6 a 300 K en un intervalo de
campo magnético entre -1595 KA/m y 1595 kA/m (-2 y 2 T). Los resultados pueden
consultarse en el Anexo I.

Las medidas del indice de absorcién especifica (SAR) se realizaron en un equipo para
hipertermia magnética serie D5 (nanoScaleBiomagnetics) a una concentracion de 0.5 mg
de Fe/ml aplicando un campo magnético alterno con una amplitud de campo de 212 Gauss
(21.2 mT, 16.9 kA/m) y con distintas frecuencias (305, 332, 347, 388, 491, 637 y 763
kHz) durante 3 minutos. Los resultados pueden consultarse en el Anexo I.

3.3 Selecciodn de las particulas para las simulaciones teoricas

Los distintos tamafios de MNPs a simular se decidieron tras la caracterizacion realizada
en el laboratorio, teniendo en cuenta la distribucion de tamafos obtenida para las MNPs
de 6 y 14 nm. Por un lado, en la preparacion de MNPs de 6 nm se obtuvo realmente un
rango de 5 a 9 nm (Figura 4). Por otro lado, para las MNPs de 14 nm se observé un rango
de tamafios de 10 a 18 nm (Figura 5). Debido a esto, para las simulaciones se seleccion6
un rango de 6 a 18 nm con intervalos de 2 nm.
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Figura 4. Imagen TEM de las MNPs de 6 nm (escala: 50 nm). Distribucién de diametro de las particulas
experimentales de 6 nm.
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Figura 5. Imagen TEM de las MNPs de 14 nm (escala: 100 nm). Distribucion de didmetro de las particulas
experimentales de 14 nm.

3.4 Modelo tedrico

El modelo tedrico corresponde al modelo macrospin: entidades magnéticas en el rango
monodominio, con caracteristicas materiales y geométricas tales que sus momentos
magnéticos constituyentes rotan de manera coherente, de tal modo que su imanacion se
puede considerar constante y proporcional al tamafio, como || = MgV, donde Ms es la
imanacion de saturacion. Una caracteristica tipica del modelo macrospin es que pueden
exhibir superparamagnetismo. El sistema en que las particulas estén unidas a la
membrana liposomal o embebidas en la misma (ver Figura 2B y C), hace razonable
considerar que en primera aproximacion las particulas no roten fisicamente bajo la accion
del campo. Asi, consideraremos que las particulas estan fisicamente quietas, y s6lo su
imanacion evoluciona bajo la accion del campo magnético externo. En las simulaciones
realizadas se considerd un sistema de 15000 particulas de igual tamafio y anisotropia,
pero con una distribucion espacial aleatoria. Ademas, la direccion de sus ejes preferidos
también se fijo aleatoriamente (Figura 6).
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Figura 6. MNPs con distribucion aleatoria en sus direcciones preferidas. (Figura de elaboracion propia. Autor:
David Serantes)

El sistema simulado no considerd las interacciones entre particulas, por lo que se estaria
replicando un conjunto muy diluido de particulas. A cada particula se le asignaron
diferentes caracteristicas segun las condiciones experimentales (diametro y anisotropia).

3.5 Metodos computacionales

La respuesta magnética de las MNPs se simul6 mediante la ecuacion de Landau-Lifshitz-
Gilbert (LLG) [28]:

a " T (Hers + Hen) =

ay
Ms(1 + a?)

M x [M x (Hops + Hep)]

Ecuacion 1. Ecuacion de Landau-Lifshitz-Gilbert.

, en donde el primer término de la parte derecha de la ecuacion describe la precesion de
la imanacion alrededor del campo efectivo local, ﬁeff, y el segundo término corresponde
a la atenuacion, es decir, da cuenta de la tendencia de que la imanacion tienda a la
direccion de Ffeff. El campo ﬁeff, es el campo magnético efectivo que actla sobre las

particulas, que para condiciones de no interaccion incluye el campo externo H y el campo
de anisotropia de las particulas, Hk=2K/Ms. En la ecuacion (1), y y o son la relacion

giroscépica de los electrones y el coeficiente de amortiguamiento, respectivamente, y ﬁm
es un campo aleatorio que tiene en cuenta la temperatura. Para la simulacion se uso el
software Object Oriented MicroMagnetic Framework (OOMMF)[29] sin considerar
energia magnetostatica ni de intercambio, de tal modo que cada celda unidad corresponde
a un macrospin de volumen V=cellsize"3, tal como se hizo por ejemplo en un trabajo
reciente en el que particip6 el co-director de este TFM [25]; un ejemplo representativo
del codigo empleado se muestra en el Anexo II.

Todas las simulaciones realizadas en este trabajo se corrieron en los servidores del
CESGA (Centro de Supercomputacion de Galicia). Fue necesario solicitar acceso al
centro de supercomputacién para la creacion de un directorio personal donde se guardaron
los ficheros de las simulaciones. La conexion remota a los servidores del CESGA se
realizd6 mediante el software FortiClient VPN (Figura 7). A la hora de acceder al
directorio personal y realizar los calculos, se utilizo el cliente SSH Putty (Figura 9) que
funciona mediante una interfaz de linea de comandos (CLI, por sus siglas en inglés). Los
servidores del CESGA emplean Linux (Red Hat Enterprise Linux Server release 7.5
(Maipo)), por lo que para emplear dicha interfaz fue necesario adquirir conocimientos
basicos sobre los comandos de Linux. Para transferir los scripts con el codigo desde el
ordenador personal hasta el directorio del CESGA, se emple6 el software WinSCP
(Figura 8). Este mismo software se empled para transferir los resultados de los servidores
al ordenador personal.

10



|'@ FortiClient -- Zero Trust Fabric Agent - X
| Archivo Ayuda

UNLICENSED

Please contact your administrator or connect to EMS for license activation.
Unlicensed VPN access is available until 20 dic. 2021 14:20:59

Nombre de Usuario | 794957 @unizar.es

Nombre de VPN cesga v 1 =
Contrasefia |

[ Slempre Activa

Conectar

Figura 7. Conexion al CESGA mediante el software FortiClient VPN.
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Figura 8. Transferencia de archivos empleando el software WinSCP. 1) Seleccidn del archivo/carpeta a descargar.
2) Seleccion del tipo de descarga. 3) Seleccion del directorio local de destino. 4) Aceptar la descarga.
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Figura 9. Cliente SSH PuTTY.

Finalmente, los archivos obtenidos se analizaron y graficaron empleando los programas
OriginPro 9.0 y Microsoft Excel.

3.6 Codigo

El campo magnético simulado fue de 16.9 kA/m y las frecuencias de 388 y 491 kHz.
Como ya se ha indicado anteriormente, las condiciones de campo y frecuencia fueron
elegidas para ser lo mas parecidas a las condiciones empleadas en la bobina
especificamente disefiada para trabajos con cultivos celulares (16.9 kA/m y 388 y 425
kHz). En las simulaciones se utilizé o= 0.1y Ms = 2.94 - 10° A/m, a 300 K, y los datos
de magnetizacion se promediaron sobre 15000 particulas como se ha mencionado en el
apartado 3.4. Para la constante de anisotropia Keff, se considerd siempre el término
magnetocristalino intrinseco, de constante de anisotropia clibica Kc = -1.1-105 erg/cm®,
mas un término uniaxial adicional dependiente del tamafio, tal y como informan
Demortiere et al. [30]. A continuacién, en la Figura 10 se destacan solamente los
pardmetros que se variaron sistematicamente en el trabajo: tamafio de las particulas, a
través del pardmetro “cellsize” (en nm), que corresponde al cubo de volumen equivalente
al didmetro considerado en cada momento; frecuencia del campo (“freq”, en kHz), y
componente uniaxial de la anisotropia (“K1”, dentro de la funcion
“Oxs_Uniaxial Anisotropy”). El cddigo completo puede consultarse en el Anexo II.

a) Parameter cellsize 4.84e-9

Parameter amp 21.2 ;# Amplitude of the applied field, in mT

®)  parameter freq 491 ;# Frequency of applied field, in kHz

€) specify Oxs UniaxialAnisotropy {
K1l 3.9e4

Figura 10. a) Definicion del tamafio de la MNP. b) Definicién de la amplitud y frecuencia del campo aplicado. c)
Definicion de la anisotropia.
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4. Resultados y discusion

Inicialmente se realizaron simulaciones sisteméticas con valores de anisotropia de 1.0e4
J/im3 hasta 10.0e4 J/m®. El motivo de este estudio sistematico fue doble: en primer lugar,
para familiarizarse con el proceso de enviar calculos, analizarlos, y obtener resultados de
un modo sistematico; en segundo lugar, y mas fundamental, para obtener una idea global
del papel de la anisotropia en la capacidad de calentamiento de los distintos tamafios, ya
que, como se menciona en el apartado 1.2c, la anisotropia es un pardmetro fundamental
en la conversion de la energia electromagnética absorbida en calor. Para una misma
amplitud y dos frecuencias distintas, se simularon MNPs en un rango de 6 a 18 nm con
intervalos de 2 nm. Para cada diametro, se increment0 la anisotropia de 1.0e4 hasta 10.0e4
Jim® en intervalos de 1.0e4 J/m?3; esto se resume esquematicamente en la Figura 11.

Amplitud Frecuencia Diémetro Anisotropia

1

388 kHz %

] 491 kHz <
\

Figura 11. Esquema de las simulaciones iniciales.

1.0e4 J/m3

2.0e4 ]/m?

d 10.0e4]/m?

—_
co
=]
E

1.0e4 J/m?3

2.0e4 J/m?

18 nm )
10.0e4 J/m3

Los resultados obtenidos en las primeras simulaciones sirvieron para confirmar que para
las condiciones de campo magnético empleadas, las MNPs con diametros inferiores a 10
nm no presentaban ningun tipo de generacion de calor debido a un SAR cercano a 0.
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Figura 12. Ejemplo de los célculos iniciales. Ciclos de histéresis a frecuencia 491 kHz.

Como se ha mencionado anteriormente, la simulacion sistematica combinando tamafio y
anisotropia es importante tanto desde el punto de vista teérico como de aprendizaje. Sin
embargo, experimentalmente existe una correlacion entre tamafio y anisotropia: a menor
tamafio, mayor el valor de la constante de anisotropia debido a la mayor contribucion de
la anisotropia de superficie [30] .Consecuentemente, para poder tener correlacion con el
experimento, como resultados principales se mantuvieron las dos frecuencias y el rango
de didmetros, pero los valores de reales de anisotropia para cada tamafio se obtuvieron
del estudio de Demortiére et al. [30], en donde la contribucidn uniaxial se estimoé a través
de la expresion
K, = K, + (6/D)Kg

Ecuacion 2. Ecuacion de dependencia de la anisotropia efectiva con el tamafio de la particula.

en donde Ky es el modulo de la constante de anisotropia magnetocristalina, D el didmetro
de la particula, y Ks la constante de anisotropia superficial. Aunque se sabe que la
expresion no es valida para tamafios muy pequefios (Demortiére et al. indican inferiores
a 8 nm), por mantener una expresion sistematica del valor de K uniaxial hemos decidido
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mantener esa dependencia Asi, hemos considerado que la expresion nos indica el valor
de la constante de anisotropia uniaxial adicional. Los valores usados son los de la
siguiente tabla:

Tabla 1. Valores de la constante de anisotropia uniaxial empleados segun el tamafio de las MNPs.

6 3.90e4
8 2.90e4
10 2.30e4
12 1.90e4
14 1.70e4
16 1.50e4
18 1.30e4

Para cada combinacion de frecuencia y tamafio, se analizaron los datos y se graficaron
los ciclos de histéresis. Los ciclos de histéresis para 388 kHz y 491 kHz se representan
en las Figuras 13 y 14 respectivamente.

M/Ms

0,8 -

0,6 +

0,4 -

0,2 4

0,0 4

-0,2 4

0.4 -

-0,6 -

Frecuencia 388 kHz

= 6nm
« 8nm
« 10 nm
12 nm
14 nm
16 nm
18 nm

Y A & 4

Figura 13. Ciclos de histéresis para todos los tamafios a 388 kHz.
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Figura 14. Ciclos de histéresis para todos los tamafios a 491 kHz.

A partir de estés graficas se integro el area encerrada entre las dos curvas y se calculo el
SAR de las MNPs. Conociendo el area del ciclo de histéresis, el valor de SAR puede ser
calculado de forma aproximada mediante la expresion

area-Mg - f-107°

SAR(W =
( /gFe) p- 0.7

Ecuacion 3. Ecuacion del SAR tedrico a partir del area del ciclo de histéresis.

, donde las unidades son: [area]=1/mT, [Ms]=A/m, [f]=1/s, y [p]=g/cm?. El valor 0.7 se
emplea para pasar de los valores de SAR de masa de magnetita a masa de Fe. Nétese que
las figuras tienen el campo en unidades de mT porque el codigo trabaja con el campo B.

Los valores de area 'y SAR calculados pueden observarse en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de area (1/mT) y SAR (W/g Fe) en funcion de la frecuencia y el diametro.

388 kHz 491 kHz
Diametro (nm) | Area (1/mT) | SAR (W/g Fe) | Area (1/mT) | SAR (W/g Fe)
6 0 0 0 0
8 0 2 0 0
10 0 3 0 3
12 0 13 0 20
14 2 72 3 119
16 9 313 11 470
18 20 663 22 910
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Los datos obtenidos reflejan que, para ambas frecuencias, las MNPs inferiores a 12 nm
tienen unos valores de SAR muy cercanos a 0 y, por lo tanto, despreciables. En la Figura
15 se puede observar que existe una diferencia en el SAR al emplear diferentes
frecuencias. Para unas mismas condiciones de tamafio, amplitud y anisotropia, las MNPs
expuestas a una mayor frecuencia experimentan una mayor generacion de calor. Esta
diferencia se hace mas notable a medida que se incrementa el tamafio de las MNPs.

—=— 388 kHz
1000 - Comparativa SAR a 388 kHz y 491 kHz +— 491 kHz

800 -
600 -

400 1

SAR (W/g Fe)

200 - .

Diametro (nm)

Figura 15. Valores de SAR en funcién de la frecuencia (kHz) y el diametro (nm).

Los valores de SAR tedricos se compararon con los valores medidos experimentalmente
tal y como se muestra en la Tabla 3. Se observo que los resultados experimentales no
coincidieron del todo con los teoricos. Por ejemplo, a una frecuencia de 388 kHz las
MNPs de 6 nm de diametro presentaron un SAR simulado de 0 W/g Fe, mientras que,
experimentalmente para esas mismas condiciones se determind un SAR de 36 W/g Fe.
La posible razon para este fendmeno podria ser la dispersion de tamafios observada en las
MNPs, tal y como se puede ver reflejado en los histogramas mostrados en el apartado 3.3.
Las MNPs de 6 nm presentaron una dispersion de tamafios relativamente ancha, con una
considerable contribucion de las MNPs con un diametro superior a 6 nm (hasta 9 nm)
dentro del mismo conjunto. Por el contrario, las simulaciones realizadas contemplaron
que las 15.000 particulas simuladas tenian 6 nm de diametro. Debido a esto, seria normal
esperar que las particulas experimentales de 6 nm presentasen un SAR distinto a cero
debido a la presencia de MNPs de mayor tamafio en el conjunto. Esta misma situacion
puede observarse para el resto de las condiciones de frecuencia y tamafio.
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Tabla 3. Comparativa de los valores de SAR medidos experimentalmente frente a los valores de SAR calculados a
partir de los datos de las simulaciones.

Frequency SAR (W/g Fe) SAR (W/g Fe)
(kHz) 6 nm MNPs | 14 nm MNPs | 6 nm MNPs | 14 nm MNPs
388 36 120 0 72
491 40 198 0 119

18




5. Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas en el presente TFM y su relacion con los objetivos
propuestos se detallan a continuacion.

1.

Se han adquirido conocimientos de nanomagnetismo, hipertermia magnética y
calculos computacionales a un nivel que permita el desarrollo del trabajo
propuesto, asi como el entendimiento y la discusién critica de los resultados
obtenidos (objetivos 1y 2).

Los resultados obtenidos en este trabajo respaldan estudios anteriores que indican
que las MNPs con diametros inferiores a 12 nm apenas presentan capacidad de
disipacion térmica cuando son sometidas a condiciones de campo magnético que
no superen los limites establecidos como seguros desde un punto de vista
bioldgico (objetivo 2).

Teoricamente, la modulacion de la fluidez de la membrana de los liposomas
empleando MNPs introducidas en la bicapa lipidica no parece ser un método
efectivo debido a las limitaciones de tamafio. Las MNPs que pueden ser
introducidas en dicha bicapa no presentan capacidad de generacién de calor
significativa. Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que los
magnetoliposomas con las configuraciones A y B serian mas indicados para
estudiar el efecto del calentamiento localizado, ya que estas dos configuraciones
admiten el uso de MNPs de mayor tamafio, cuyo SAR serd mas elevado (objetivo
2).

Los resultados experimentales difieren en cierta medida de los tedricos debido a
la dispersion de tamafio de las MNPs sintetizadas en el laboratorio. La presencia
de MNPs de mayor tamafio provoca un incremento del SAR del conjunto, lo que
puede llevar a confusién ya que se podria pensar que particulas de didmetro
reducido tienen valores de SAR mas elevados que los reales (objetivo 3).

Como continuacion a este trabajo, en las simulaciones se deberian incluir otros
parametros, por ejemplo, las interacciones entre MNPs, debido a que en este caso
se han simulado MNPs en una suspension acuosa diluida. Esto permitiria estudiar
situaciones mas parecidas a la realidad, que contemplen la interaccién de MNPs
en la superficie o el interior de los liposomas.
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7. Anexos

Anexo |: Caracterizacion experimental de las respuesta magnética y SAR de las
MNPs sintetizadas
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Anexo Il: Codigo empleado

#MIF 2.1

# MIF Example File: acsample.mif

# Description: Example with an ac applied field, in the (1,0,0) direction
set pi [expr 4*atan(1.0)]

set muO [expr 4*$pi*le-7]

RandomSeed 1
Parameter cellsize 4.84e-9

Parameter amp 21.2 ;# Amplitude of the applied field, in mT
Parameter freq 491 ;# Frequency of applied field, in kHz
Parameter time_limit 1

# This value (to set the total simulation time) must be in ns
set time_limit [expr {int(1e9/($freq*1e3))+1}]

# Convert field amplitude from mT to A/m
set amp [expr {$amp*0.001/$mu0}]

# Convert freq from kHz to natural frequency in rad/sec
set freq [expr {$freq*1e3*2*$pi}]

Specify Oxs_BoxAtlas:atlas [subst {
xrange {0 [expr {50*$cellsize}]}
yrange {0 [expr {30*$cellsize}]}
zrange {0 [expr {10*$cellsize}]}

H

Specify Oxs_RectangularMesh:mesh [subst {
cellsize {$cellsize $cellsize $cellsize}
atlas :atlas

H

Specify Oxs_RandomVectorField:Orientation {
min_norm 1
max_norm 1
cache_grid :mesh

¥

Specify Oxs_Uniaxial Anisotropy {
K1 3.9¢4
axis :Orientation

¥

Specify Oxs_RandomVectorField:axis1 [subst {
min_norm 1.0
max_norm 1.0
cache_grid :mesh

3

Specify Oxs_CubicAnisotropy {
K1 -1.1e4
axisl :axisl
axis2 { Oxs_PlaneRandomVectorField {
min_norm 1.0
max_norm 1.0
plane_normal :axisl
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cache_grid :mesh

s
ky

Specify Oxs_ScriptUZeeman {
script_args total_time
script SineField

}

proc SineField { total_time } {
global amp freq
set Hx [expr {$amp*sin($freq*$total_time)}]
set dHx [expr {$amp*$freq*cos($freq*S$total_time)}]
return [list $Hx 0 0 $dHx 0 0]
}

Specify UHH_ThetaEvolve {
do_precess 1
alpha 0.1
fixed_timestep 6e-13
temperature 300
uniform_seed 111

¥

Specify Oxs_TimeDriver [subst {
basename npSW-like
evolver UHH_ThetaEvolve
comment {run for "stage_count" ns total, with a stage event triggered every "stopping_time" ns.}
stopping_time [expr {$time_limit*1e-9/360}]
stage_count 810
mesh :mesh
Ms 294e3
mO0 { Oxs_RandomVectorField {
min_norm 1.0
max_norm 1.0
3}
H

Destination archive mmArchive
Schedule DataTable archive Stage 1
#END

24



