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ABREVIATURAS

NPs: nanoparticulas

NPMs: nanoparticulas magnéticas

SPA: absorcion especifica de potencia

PEI: polietilenimina

TEM: microscopio electrénico de transmisién
FIB: haz de iones focalizados

SEM: microscopio electronico de barrido
EDX: espectroscopia de dispersion de rayos X
HT: hipertermia

HTM: hipertermia magnética

INTRODUCCION

La nanotecnologia es el estudio y manipulacion de sistemas en los que al menos una de
sus dimensiones es <100 nm. [1] En el caso en el que las tres dimensiones cumplan este
requisito estaremos hablando de nanoparticulas, que son el objeto principal de este trabajo. La
nanotecnologia esta emergiendo en diversos campos en los Gltimos afios debido a sus multiples
aplicaciones y en concreto en este trabajo nos centramos en las aplicaciones biomédicas, dado
que estas nanoparticulas, del orden de los nanémetros, (Figura 1) nos permiten llegar a la
célula, del orden de los micrometros. Se entiende por aplicaciones biomédicas aquellas
aplicaciones gue involucran el estudio de los aspectos bioldgicos de la medicina, incluyendo los
mecanismos moleculares, bioquimicos, celulares y genéticos de las enfermedades humanas.
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llustracion 1 Escala, en nanémetros, de diferentes elementos con sus tamarfios.

Una propiedad importante de las nanoparticulas magnéticas (denominadas como NPMs
en adelante) es que, gracias a tener un momento magnético neto, p, pueden ser atraidas por un



gradiente de un campo magnético, B, que interactia con el momento magnético segin la
expresion[2]

F=(i-V)B

Otra propiedad interesante de estas NPMs es que, en presencia de un campo magnético
H, alterno de frecuencia angular w rad/s, es decir del tipo H(t) = Hq cos(w-t), el acoplamiento
del momento magnético con H(t) origina la absorcion de potencia y les induce pérdidas de calor.
Esto se refleja en un parametro denominado poder especifico de absorcion, SPA, vy tiene la
siguiente expresion|[3]:

SPA = e Cnpt miG (ﬂ)

mpyp At
del cual se hablara mas tarde.

Este control a distancia que se tiene de las nanoparticulas magnéticas (NPMs), las hace
aun mas interesantes. En concreto en este trabajo se hace uso de la induccion de pérdidas de
calor a través de campos magnéticos alternos.

Hipertermia Magnética (HT)

La hipertermia magnética es un protocolo terapéutico basado en el calentamiento a
partir de campos magnéticos alternos, dada la disipacién de calor que un material
ferromagnético sufre bajo la accion de estos. [4] La funcion de las MNPs es transformar la
energia magnética de un campo alterno, aplicado de forma remota, en calor localizado. Si
conseguimos elevar la temperatura a unos 45°, se puede llegar a producir la muerte celular,
concretamente de las células tumorales, cuya sensibilidad al calor es mucho mayor que la de
otro tipo de células. [5] En este trabajo se hace uso de MNPs de Fe;0,, que es un material
ferromagnético bien conocido y que no presenta altos niveles de toxicidad en el cuerpo. La
principal ventaja de esta terapia con respecto a otras conocidas es que se minimizan los efectos
colaterales; la radiacion utilizada en este caso no es de frecuencia tan alta como para ionizar
material genético y se puede seleccionar donde actuar, evitando dafiar tejido sano. Por otro lado,
no hay problemas de penetrabilidad, como puede suceder en otras terapias. Las MNPs actiian
como fuentes de calor mediante la transformacion de la potencia absorbida del campo
magnético aplicado. Esto provoca el incremento de temperatura y por tanto induce la muerte
celular. A las frecuencias utilizadas (el rango méas bajo de RF, 100 kHz -1 MHz) las bases
fisicas de generacion de calor implican la interaccion entre el momento magnético de las MNPs
y el componente magnético de la onda electromagnética aplicada. A esas frecuencias la
interaccion de ambas componentes de las ondas RF con los seres vivos no es relevante y se
puede despreciar. [3]

Las aplicaciones biomédicas requieren que las NPMs tengan un grado minimo de
biocompatibilidad, es decir, que la toxicidad para sistemas bioldgicos se mantenga por debajo
de niveles minimos tolerados. [6] Por este motivo, las MNPs se presentardn suspendidas en
agua, en forma de coloide, teniendo asi un coloide magnético o ferrofluido. Hay que tener en
cuenta que, en una aplicacion clinica, es fundamental la reproducibilidad del coloide para tener
control sobre la dosis, asi como la estabilidad del mismo.



Nanomagnetismo y NPMs

Las propiedades magnéticas de un material vienen determinadas por la susceptibilidad
magnética, que esta definida como la relacidn entre la magnetizacién del material y un campo
externo aplicado[2]:

M=y-H

En funcidén de la susceptibilidad magnética, el material puede categorizarse como
diamagnético, paramagnético, antiferromagnético, ferromagnético o ferrimagnético. Estos dos
Gltimos estadn caracterizados por una fuerte interaccion entre momentos magnéticos. Se
caracterizan por su estructura en dominios, que viene dada por un equilibrio entre la energia de
intercambio, que tiende a alinear los dipolos magnéticos en torno a una misma direccion y
sentido, y la energia magnetostatica, que tiende a romper el sistema en distintos dominios. Esta
estructura en dominios hace que la relacion entre magnetizacion y campo magnético venga dada
por el ciclo de Histéresis. Dentro de cada dominio, los dipolos magnéticos estan alineados en
una misma direccién y las paredes de estos son zonas altamente energéticas. Por esta razén, si
las MNPs tienen un tamafio menor al tamafio critico, serd mas favorable energéticamente que
solo exista un dominio, haciendo que la MNP tenga un gran momento magnético en una
direccion. El tamafio critico depende de cada material. Este fendmeno se llama
superparamagnetismo y es muy importante en la hipertermia magnética. En este caso el ciclo de
Histéresis se vera modificado, reduciéndose fuertemente el campo coercitivo y la magnetizacién
remanente.

llustracion 2 Ciclo de Histéresis de una particula monodominio. En (1) se aplica un campo magnético externo y los
momentos magnéticos de la particula comienzan a orientarse en esa misma direccion y sentido hasta que llega un
punto (2) en el que la magnetizacion ha alcanzado su maximo; magnetizacion de saturacién, Ms. Si ahora se quita el
campo magnético externo(3), el material seguird teniendo una magnetizacion menor a la de saturacion pero en la
misma direccion que esta, se denomina magnetizacion remanente. Para eliminarla, se aplicara un campo
denominado coercitivo (4) en sentido contrario esta.

La capacidad del coloide magnético de calentar viene dado por el poder especifico de
absorcién (SPA) del mismo. El SPA es la cantidad de energia convertida en calor por unidad de
masa y tiempo. El SPA a una determinada amplitud y frecuencia del campo magnético viene
dado por la expresion:

SPA = mweCpt miG (ﬂ)

mpyp At

donde Cyp vy C, son las capacidades calorificas de las nanoparticulas y del solvente; y myp y m,
las masas correspondientes. Como myp - Cyp << m, - C;, podemos aproximar la expresion a:



donde 9, seré la densidad del solvente (agua) y ¢ la concentracién del coloide.

El término (AT/At) es el ritmo de aumento de temperatura maximo que se obtiene al
aplicarle el campo magnético alterno al coloide. Este aumento temperatura se puede modelizar
mediante la ecuacion de Box-Lucas[7]:

T(t) = (TO = Teq) e_t/T + Teq

El tiempo de relajacion T que aparece en esta ecuacion repercutira en el SPA del
coloide. Hay dos mecanismos por los que un momento magnético puede rotar y por tanto
disipar calor, que son descritos por las contribuciones al tiempo de relajacion total.

El tiempo de relajacion de Brown describe la rotacion de la nanoparticula, que conlleva
la rotaciéon del momento; mientras que el tiempo de relajacion de Néel describe la rotacion del
momento magnético atomico contra el campo de anisotropia. Vienen dados por las siguientes
expresiones[8]:

KV
e /KpT

/KV/KBT

Siendo I] la viscosidad del medio, Vi el volumen hidrodinamico, KgT la constante de
Boltzmann y la temperatura, K la constante de anisotropia y V el volumen. KV es la barrera de
potencial que el momento magnético tiene que superar para cambiar su orientacion entre dos
puntos de equilibrio. [8]
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El tiempo de relajacion total es T4 =g + 1%

Como se puede ver, este tiempo de relajacién depende del tamafio de la nanoparticula,
gue implica que el SPA dependera del tamafio. La importancia de esto radica en que a la hora de
sintetizar dos factores importantes seran la homogeneidad de la muestra y la reproducibilidad.

OBJETIVOS

En este trabajo el primer objetivo era la introduccion y familiarizaciéon con un campo
tan emergente en los ultimos afios como lo es la nanociencia. Para ello se sigue todo el camino
de una nanoparticula en el laboratorio. Primero se realizara la sintesis, a continuacion se
caracterizara el material mediante diferentes técnicas y por Ultimo, se hard una aplicacién
préctica. Esta aplicacion practica es la hipertermia magnética para inducir mortalidad celular,
técnica que se esté utilizando como complemento de la radioterapia y quimioterapia; y en la que
se esta investigando actualmente.



METODO EXPERIMENTAL

Sintesis de las nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas de magnetita se ha realizado mediante una modificacion
del método clasico de hidrdlisis oxidativa. Consiste en preparar una primera disolucion con
nitrato de potasio (KNOs) y sosa (NaOH); que constituira el surfactante, y otra con sulfato de
hierro (1) heptahidratado (FeSO,-7H,0), polimero polietilenimina (PEI) y acido sulfarico
(H2SOy); que seréa el precursor. [9],[7] La primera disolucidn se prepara en un matraz de tres
cuellos con un agitador mecanico y a continuacion se vierte la segunda gota a gota. Con un flujo
de nitrégeno N, burbujeando en la disolucién total, se eleva la temperatura hasta 90°C. Se
coloca un refrigerador que evita la evaporacién de la disolucion y se mantiene a esta
temperatura durante 24horas. Una vez que la disolucion ha alcanzado temperatura ambiente por
un bafio de hielo, se separa la parte sélida, las nanoparticulas. EI método usado es decantacién
magnética con agua milli-Q y, ya que la sintesis se ha realizado en un medio basico, se repite el
proceso hasta que el medio tiene un pH neutro. Ya que vamos a tener las MNPs en forma de
coloide, en la Gltima repeticion se vierte el volumen de agua deseado que constituira la muestra,
gue en mi caso han sido 20ml.

El polimero cumple un papel importante en el coloide magnético en este tipo de sintesis.
Las nanoparticulas se formaran dentro de la cadena polimérica, con lo cual esta condiciona tanto
su forma como su tamafio. En el caso del polimero PEI, obtendremos una forma octaédrica de
las MNPs debido a la estructura ramificada del mismo. Por otro lado, el polimero disminuye las
interacciones dipolares entre MNPs, lo cual favorecera la estabilidad del coloide.
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llustracion 3 Montaje experimental para la sintesis de nanoparticulas mediante una modificacion de hidrdlisis
oxidativa. En el matraz de tres cuellos esta la disolucién con NaOH y KNO3 con un agitador mecénico, mientras que
la que contiene FeSO, y el polimero PEI se vierte gota a gota por el recipiente de la derecha. Por la izquierda esta el
flujo de nitrégeno mientras que por arriba esta el motor del agitador. El recipiente de abajo es el que eleva la
temperatura.

Se sabe que este tipo de coloide magnético tiene una estabilidad de unos 6 meses, que
sera suficiente para desarrollar este trabajo.



Caracterizacion de las nanoparticulas

Determinacion de la concentracion del coloide: espectrofotometria

Conocer la concentracién del coloide magnético nos va a permitir tanto conocer la masa
de nanoparticulas que tenemos, como determinar posteriormente diferentes pardmetros
magnéticos que caracterizan al mismo, como el SPA o la magnetizacidn de saturacion.

Este proceso se lleva a cabo mediante el Ilamado protocolo de tiocianatos, el cual nos
permite determinar la concentracién de iones hierro Fe®* en una muestra. Para ello lo primero
que hay que hacer en el coloide de nanoparticulas de magnetita es digerir el hierro. Cada
molécula de magnetita tiene dos hierros Fe** y un hierro Fe?*. A 100pl de muestra se afiaden
500ul de acido nitrico HNO3 y 500ul de acido clorhidrico HCI. Cuando el color del fluido es
amarillo palido, significa que todos los hierros son hierros (I11) y que se han digerido.

En este punto se procede con el protocolo. A 200ul de la muestra digerida se afiaden
300pl de 4cido clorhidrico y 500ul de tiocianato de potasio. Cuando una muestra que contiene
Fe** se le afiade tiocianato, se produce la siguiente reaccién quimica:

Fe® (ag) + 6SCN’ (aq) < [Fe(SCN)g]*

Instantdneamente, la muestra se vuelve de un color rojo intenso. Se sabe que
[Fe(SCN)g]* tiene un pico en su espectro de absorciéon para A=478nm. Con lo cual en un
espectrofotometro se mide la absorbancia a esta longitud de onda y mediante una curva de
calibracion se calcula la concentracién de hierro.

La absorbancia obtenida en mi coloide fue Ass= 0'4991. La curva de calibracion se
puede resumir en la siguiente expresion:

A, = 200,14 - [Fe*'] -0,009

Teniendo en cuenta las diluciones hechas durante el protocolo y que la concentracion a
obtener es la de magnetita y no la de hierro, la concentracién del coloide inicial es

[Fes0,] = 1,69 mg/ml

Estimacion del tamafio medio y dispersion de las nanoparticulas: TEM

Dado que las nanoparticulas tienen un tamafio menor que la longitud de onda del
visible, para la obtencién de imagenes de las mismas se hace uso de un microscopio electrénico
de transmision (TEM). El microscopio electronico de transmisién consiste en un cafién donde se
aceleran electrones a 30-300KV, es decir, 30-300KeV, dependiendo del modelo. A lo largo del
cafion, diferentes lentes tienen la funcién de concentrar el haz de electrones. Al incidir sobre la
muestra, los electrones que han sido transmitidos son los que forman la imagen.

Para que haya suficientes electrones transmitidos como para formar una imagen, es
importante que el grosor de la muestra sea minimo; para lo cual se diluye el coloide. Ademas, al
preparar la muestra, se limpia con agua milli-Q para eliminar el polimero, que podria dificultar
la visualizacion de las nanoparticulas. En mi caso, las imagenes han sido tomadas con un voltaje
de 200 kV.
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llustracion 4 Imagenes tomadas con el microscopio TEM de las nanoparticulas de magnetita a distintas escalas.

Como se aprecia en las imagenes, las nanoparticulas tienen una forma octaédrica, y
puede apreciarse también la cobertura de espesor aproximado de 1-2 nm sobre la superficie de
las NPMs, que es el polimero que no se ha eliminado. Para la construccion del histograma de los
tamarfios de las nanoparticulas se han medido unas 1000 en las imagenes del TEM. El resultado
es una distribucion que se ajusta bien a una gaussiana, con un tamafio central <d>= 23,6 nm
(6=4,8).
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lustracion 5 Histograma de los didmetros de 1000 nanoparticulas con ajuste a una gaussiana.

Ciclo de Histéresis: VSM
Para medir el ciclo de Histéresis se hace uso del magnetdmetro de muestra vibrante,

VSM (Vibrating Sample Magnetometer). Para evitar el movimiento de la muestra, se deja
evaporar durante un dia el coloide hasta que solo quede sélido. A continuacién, se coloca un
algoddén presionando para que se muevan lo minimo posible. ElI funcionamiento del VSM
consiste en inducirle una vibracion a la muestra perpendicularmente a un campo magnético
continuo. De esta manera la muestra genera unas variaciones de flujo magnético que mide el
VSM vy asi se obtiene el ciclo de Histéresis. Un pardmetro importante de éste es la
magnetizacién de saturacion, que en este caso esta entre los 80 y 90 Am?/kg. Por otro lado, se
puede ver como el campo coercitivo y la imanacion remanente se anulan casi completamente
por ser el material superparamagnético.
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lHustracion 6 Ciclo de Histéresis experimental. Se puede apreciar el bajo campo coercitivo y magnetizacion de
saturacion caracteristicos del superparamagnetismo.



Medida de la Potencia Especifica Absorbida (SPA)

Como se ha visto en la introduccion, la expresién simplificada del SPA depende de la
concentracion y del ritmo de aumento de temperatura. La concentracion se ha calculado en un
apartado anterior, con lo cual queda calcular el ritmo de aumento de la temperatura. Esta medida
se lleva a cabo con el DM1. EI DML1 consiste en un solenoide que es atravesado por una
corriente induciendo un campo magnético en su interior, donde se coloca la muestra. Aqui, se
induce vacio para aislar térmicamente. Pueden aplicarse distintas amplitudes y frecuencias de
campo magnético; en mi caso he dejado la frecuencia fija a 571Hz, que permite la maxima
intensidad del equipo, y he variado la amplitud hasta los 24kA/m. Midiendo por triplicado en
cada valor del campo, he obtenido los siguientes datos.

1601 SPA(H)=o H" 6
1=552
10| ©=98K0 /o |
/
] /
< 8ol Q i
o
D0l 1
0 —6—6’—‘6‘/6/?/ 1 1 -

0 4 8 12 16 20 24
H(kA/m)

lHustracion 7 Ajuste del SPA obtenido experimentalmente a una potencia del campo magnético.

Ajustando el SPA a la funcién de tipo f(H) = ¢ H", se ha obtenido A=5.52, mientras que
la teoria LRT (teoria de la respuesta lineal) dice que A=2. Esto puede ser debido a que esta
relacion solo vale para campos magnéticos mucho menores que el campo coercitivo del
material. Esta condicién, como se ha visto al analizar el ciclo de Histéresis, no se cumple.

Aplicacion: hipertermia magnética para la inducciéon de muerte celular

Una vez caracterizadas las nanoparticulas y sus propiedades magnéticas, se pueden
realizar experimentos con las células. Se utiliza la linea celular BV2 que son macréfagos del
sistema nervioso y componen el sistema inmunitario de este. Tienen la capacidad de fagocitar,
es decir, absorber particulas solidas rodedndolas con la membrana e incluyéndolas en el interior
celular. Esta caracteristica es la que va a permitir que las NPMs lleguen al interior de las células.

Medida del SPA

Un dia antes al experimento, las células se encuentran en un medio de cultivo, DMEM,
que contiene suero con proteinas, de manera que estan nutridas. Entonces se retira el liquido que
queda y se lava con PBS (tampon fosfato salino, por sus siglas en inglés). Como las células
vivas se adhieren al frasco de cultivo celular y las muertas no, asi conseguimos mantener
solamente las que estan en buen estado. Después se les aflade DMEM con una concentracion de
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NPMs para que fagociten las nanoparticulas y se incuban 24 horas a temperatura corporal.
Pasado este tiempo, se lavan dos veces con PBS las células para eliminar las nanoparticulas que
no hayan sido absorbidas por las células. Esto es importante ya que si no elimindsemos estas
particulas, contribuirian al SPA desde un medio que no es el intracelular. A continuacion, se
levantan las células del frasco de cultivo celular y se centrifugan para colocarlas en un pequefio
volumen en un eppendorf. En este recipiente tendremos pues, medio de cultivo y células con
nanoparticulas en su interior.

Para los experimentos de este trabajo se contaron 8.890.000 células y posteriormente se
determind una concentracion de 3'59 mg/ml de nanoparticulas de magnetita. El proceso de
medida es igual que cuando no habia células, pero a la hora de situar la fibra ptica que mide la
temperatura hay que tener en cuenta que las células decantaran, con lo cual se coloca al fondo
del eppendorf.

Como se puede observar en las ilustraciones 7 y 8 el SPA en las células es mucho
menor que el medido en agua. Esto es debido a que el tiempo de Brown esta bloqueado, ya que
es proporcional a la viscosidad del medio, y las células tienen una viscosidad mucho mayor que
el agua:

Nagua =09 1073 kg/m-s Neetuia = 50 1073 kg/m-s
y = a*x"b
a 3,44853E-4 ?
b 4,04354
100 -
o
=3
= 50
)
04
0 ' 5 " 40 15 2 25
H (kA/m)

lustracion 8 Medida experimental del SPA en las células BV2.

11



y = a*x"b
14x10°4 | g 3,87911E-11
b 4,04354
°
2
(“ 6
S 7,0x10° A
3
<
o
wn
.
0,0 4
T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
H (kA/m)

llustracion 9 Medida experimental del SPA por célula BV2.

Dual Beam
El sistema dual beam incluye una columna de haz de electrones que constituye un

sistema SEM (microscopio electrénico de barrido) y una columna de haz de iones, que
constituye un sistema FIB (focused ion beam). La primera es vertical, mientras que la segunda
esta colocada a 52°. La muestra se colocara en el punto en el que los dos haces intersecten, que
para el caso de este dual beam, el SEM focaliza a 5mm del cafién y en el caso del FIB, a 16mm.

lon column
Electron column

16 mm

lustracion 10 Esquema de un dual beam. Arriba se ve la columna del SEM, mientras que a la izquierda, a 52° del
anterior, se sitGa el FIB.

El microscopio electronico de barrido es un microscopio que forma sus imagenes con
electrones acelerados a través de una diferencia de potencial y lentes correctoras. Al colisionar
los electrones con la muestra, se producen, entre otros, electrones secundarios, que son los que

formaran la imagen.
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El sistema FIB es similar al SEM, con la diferencia de que utiliza iones en vez de
electrones, es decir, la principal diferencia es la masa de las particulas que emite. Consiste en
una punta de wolframio recubierto con iones metélicos en estado liquido. EI metal que
contienen es galio, por diferentes motivos: tiene una baja presidén de vaporizacion, su numero
atémico es grande y es relativamente facil de manejar. El haz del i6n es provocado igual que el
de electrones: mediante una diferencia de potencial y lentes correctoras.

Debido a la gran masa de los iones de galio, al colisionar con la muestra, produciran
cambios en la misma. Esta modificacidén puede controlarse mediante la energia y la intensidad
del haz de iones. Esto, junto con el control nanométrico que se tiene sobre este haz, hace que se
puedan modificar de manera muy precisa las muestras con las que se trabaja. Se realizaran a las
células cortes transversales para ver su interior y la distribucion de las nanoparticulas en el
mismo. Con la energia y la intensidad del haz hay que encontrar un compromiso, ya que cuanto
mas alto el voltaje y méas baja la intensidad, el corte en el material sera mas preciso, pero se
tardara mas tiempo. Para este trabajo se ha usado para el haz de galio un voltaje de 30kV y una
intensidad de 10 pA, que permite un haz bastante preciso. Por otro lado, el haz de electrones
tenia un voltaje de 5 kV y las intensidades se fueron variando de una imagen a otra, todas ellas
en torno a algunos picoamperios.

Antes de llevar una muestra biolégica al dual beam hay que prepararla. Para ello
primero se fija la muestra con glutaraldehido en tampdn cacodilato de sodio a 4°C durante una
hora y media y posteriormente con tetradxido de osmio y ferrocianato de potasio durante una
hora y media tapado de la luz. A continuacion, se deshidrata la muestra con distintas
concentraciones de acetona, 10 minutos cada una: 30%, 50%, 70%, 90% y 100% dos veces. Por
Gltimo se recubren las muestras de platino quedando asi listas para el dual beam.

EDX

EDX significa espectroscopia de dispersion de energia de rayos X y es una técnica
utilizada para analisis quimico de muestras. Para ello se usan electrones acelerados, que al
colisionar con la muestra, emiten rayos X que tendran una energia caracteristica en funcion del
elemento con el cual han colisionado. A continuacion, los electrones pasan por un prisma
magnético, que a través de la fuerza de Lorentz separa a los electrones en funcion de su energia,
es decir, de su velocidad.

F=q-@xB)

Una vez separados por energias, podemos construir un espectro, de manera que cada
energia corresponde a un elemento y la cantidad de electrones de cada elemento, a la
abundancia del mismo.

Con la técnica de FIB-SEM-dual beam se analizaron los cultivos celulares con
particulas incorporadas, con objeto de conocer el estado de aglomeracion en las células, asi
como la distribucidn final. Se obtuvieron secuencias de imagenes de las células co-cultivadas
con las NPMs, como se muestra en la llustracion 11.
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llustracion 11 Imagenes de microscopia electronica FIB-SEM dual beam de una célula con NPMs en su interior.

En el panel superior izquierdo de la llustracién 11 puede verse una célula completa,
observandose la forma alargada que tiene es debido a los procesos de adhesion sobre la
superficie. En el panel superior derecho de la misma llustracion se muestran las etapas iniciales
de un corte transversal realizado con el haz de iones Ga del FIB-SEM dual beam. EI material
que se ve justo debajo en el interior de la célula son restos de material la célula que se han ido
depositando. En los dos paneles inferiores de la llustracion 11 se puede ver un detalle
amplificado de las nanoparticulas distribuidas en el interior de la célula. El estado de
aglomeracion de las NPMs es evidente en estas imagenes. Por otro lado, para comprobar que
efectivamente lo que se ve son las nanoparticulas de magnetita se han realizado las otras dos
técnicas descritas méas arriba. El espectro de EDX obtenido se muestra en la llustracion 12,
donde se indica con un recuadro morado el area de donde se ha extraido la informacion
espectral. En el espectro EDX se pueden observar claramente los picos de C y O, elementos
naturales de todo material biol6gico, y adicionalmente el pico de Fe proveniente de nuestras
NPMs. La magnetita tiene atomos tanto de hierro como de oxigeno y vemos que ambos
aparecen en el espectro. Sin embargo, el oxigeno no es exclusivo de las MNPs, ya que también
existe en el interior celular. Es el hierro el que confirma que lo que hay en el interior de las
celulas son las MNPs.
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lustracion 12 Espectro EDX correspondiente al interior de la célula

Si se toma el espectro durante un tiempo prolongado, podemos realizar la cuantificacion
de los elementos identificados. Las cantidades relativas de C, O, Na y Fe se muestran en la
[lustracion 13.

Element Weight% Atomic%
C (K) 32.66 54.47

0O (K) 21.97 27.51
Na (K) 3.40 2.96

Fe (L) 41.98 15.06

lustracion 13 Abundancia de cada elemento del anterior espectro.

En el caso de la observacion de NPMs en la membrana celular, podemos realizar esta
cuantificacion de elementos y al mismo tiempo ver la disposicion espacial de dichos elementos
realizando una técnica denominada Mapping. En este caso filtramos la energia en las ventanas
del hierro y del oxigeno (solo por comparacion pues como hemos dicho, la determinante es la
del hierro) y se recoge la informacion en un detector CCD que asigna cada pixel a una posicion
que luego se superpone con la imagen de electrones, obteniéndose un mapa de composiciones.
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llustracion 14 Imagenes en modo ‘mapping’ que provee la distribucion de elementos (hierro en este caso) en la
superficie celular.

Hipertermia magnética para la inducciéon de muerte celular

Para realizar el experimento de hipertermia magnética, se prepara la muestra igual que
en el caso del célculo del SPA. Para este caso se ha utilizado una concentracion de 100ug/ml de
NPMs en el DMEM. Es importante en este caso comprobar que después de las 24 horas de
incubacion de las células con las NPMs, estas siguen vivas, es decir, que las NPs por si solas no
son toxicas.

El experimento se realiza en el DML, pero en este caso se programa de manera que
fijamos la frecuencia del campo y la temperatura a la que queremos llegar, en este caso 45°C. La
amplitud del campo va variando automaticamente para ajustarse a la temperatura mediante un
control de tipo feedback, que se calibra con los pardmetros de PID similares a los utilizados en
controladores de temperatura. Durante los primeros momentos, la amplitud sera la maxima del
equipo, 24 kA/m, pero conforme la muestra llega a la temperatura deseada, la amplitud del
campo empieza a oscilar. En este caso, una vez alcanzada la temperatura de 45° se deja 30
minutos actuando el campo magnético sobre la muestra.
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lustracion 15 Gréfica del proceso de HTM. En negro el campo magnético y en rojo la temperatura. Se puede ver
que la amplitud del campo magnético es maxima (300G) hasta que la temperatura deseada es alcanzada, y en ese
momento empieza a oscilar para mantener esos 45°C.
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lustracion 16 Detalle del momento en el que la temperatura alcanza los 45°C, donde el campo magnético empieza a
oscilar para mantener dicha temperatura constante.

La hipertermia se realiza por triplicado en tres muestras iguales para obtener una
medida del error experimental involucrado y por otro lado se realiza una cuarta vez con células
pero sin NPMs en su interior. Esta muestra sera el control, con el cual se comprueba que el
campo magnético no es toxico para las células, sino que lo que produce la muerte celular es la
hipertermia.

Una vez realizado el experimento para las cuatro muestras, se hace el célculo de la
viabilidad. Los mecanismos de muerte celular se van activando a lo largo del tiempo, no son
procesos instantaneos, con lo cual se mide esta viabilidad a tiempo cero (nada mas hacer el
experimento) y a las seis horas. Estas seis horas se deja la muestra incubando a 36°C. Para
determinar la viabilidad, se usa Trypan blue. Las células vivas tienen su membrana
impermeable, mientras que las células muertas, la tienen permeable. EI Trypan blue es un tinte
azul que solamente tefiira las células muertas. Esto permite contar en el microscopio dptico
invertido las células muertas y vivas en una pequefia fraccién de la muestra y después
extrapolar.

Los resultados obtenidos han sido que para tiempo cero, la viabilidad media en las tres
muestras es de 72,3% mientras que a las seis horas la viabilidad desciende a un 22,3%. Se ve
aqui claro el hecho de que los procesos de muerte celular no se activan instantaneamente. Por
otro lado, la viabilidad en células que han sido sometidas al campo, pero que no tenian NPs en
su interior es de en torno al 100% en ambos tiempos.

17



Viabilidad sin NPM
I Viabilidad con NPM

—

120

80 -

Viabilidad (%)

a0 |

lustracion 17 Gréfico del porcentaje de viabilidad celular tras la hipertermia. Las células sin NPM tienen una
viabilidad de alrededor del 100%. Las células con NPMs tienen una viabilidad del 72% que se ve reducida hasta el
22% a las 6 horas del experimento.

Una vez finalizado el experimento de HTM, se vuelve a proceder con el protocolo de
fijado y deshidratacion para obtener imagenes de las muestras en el FIB-SEM dual beam. En
este caso, al lavar las células con PBS para levantarlas, es importante no deshacerse de este
fluido, ya que llevara consigo células muertas, que no se adhieren al recipiente. En las imagenes
obtenidas en este caso, vemos que en las células han aparecido huecos, que son propios de
algunos procesos de muerte celular, tanto en la membrana como en el interior. Seguimos viendo
las nanoparticulas distribuidas en el interior de la célula, al igual que antes de la HTM.
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llustracion 18 Imagenes de una célula después de la hipertermia magnética. Las oquedades son la evidencia de que
se ha producido la muerte celular.

Finalmente, se ha realizado también el andlisis EDX para comprobar la existencia de
magnetita en el interior de las células:

n 2 4 5 8 10
Electron Image 1 Full Scale 2305 cts Cursor: 0.000 ke

llustracion 19 Espectro EDX de los elementos en el interior de la célula. La existencia de hierro es la que delata la
presencia de NPMs
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llustracion 20 Muestra de control. Se puede notar la diferencia entre las imagenes anteriores y estas imagenes, que
en estas células el campo magnético sin NPMs no ha modificado las células, quedando demostrado que el campo
magnético no es toxico para las mismas.

CONCLUSIONES

En este trabajo se han sintetizado con éxito nanoparticulas magnéticas de Fe;O4
funcionalizadas con polietilenimina (PEI), pensadas como agentes de calentamiento para
hipertermia magnética en cultivos celulares. Se han caracterizado sus propiedades coloidales y
magnéticas para calentamiento bajo la acciéon de campos magnéticos de radiofrecuencia (SPA
f=571 kHz, 0 < Hg < 24 kA/m). El estudio de la interaccién de dichas MNPs con células mostré
no solo la eficiencia del calentamiento hasta temperaturas de apoptosis, sino también una baja
toxicidad en el rango de concentraciones estudiados (10-100ug/ml). Se han utilizado técnicas de
Microscopia electronica para analizar la biodistribucion intracelular final de las MNPs,
encontrando que éstas se presentan parcialmente en aglomerados adheridos a la membrana
celular, mientras que la fraccion restante aparece en distribuciones de aglomerados en el
citoplasma. Demostramos que es posible, utilizando las NPMs sintetizadas, alcanzar
temperaturas de 45°C adecuadas para experimentos de hipertermia magnética. Esta temperatura
seleccionada provoca una reduccion de la viabilidad en los cultivos celulares de hasta el 23% a
las 6 horas de haber aplicado el protocolo de campos magnéticos alternos. El analisis de la
morfologia de las células después de la hipertermia indica que la muerte celular esta asociada a
una destruccion de la membrana celular. Esta prueba de concepto a nivel celular debe
considerarse como un paso necesario para entender los parametros mas importantes a la hora de
realizar los protocolos de HTM que podrian, potencialmente, aplicarse en seres vivos en el
futuro.
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