Trabajo Fin de Master

Quimica click bioortogonal como herramienta
para la inmovilizacion de nanoparticulas
magneéticas en superficies

Bioorthogonal click chemistry as a tool for the
surface immobilization of magnetic nanoparticles

Autor

Marcos Navascuez Lominchar

Director

Raluca Maria Fratila

Escuela de Ingenieria y Arquitectura
2016







Escuela de
Ingenieria y Arquitectura

Universidad Zaragoza

{Este documento debe acompafiar al Trabajo Fin de Grado (TFG)/Trabajo Fin de
Master {TFM) cuando sea depositado para su evaluacién).

D./Da, Marcos Navascuez Ltominchar

con n? de DNI 73015616T en aplicacién de lo dispuesto en el art.

14 (Derechos de autor) del Acuerdo de 11 de septiembre de 2014, del Consejo
de Gobierno, por el que se aprueba el Reglamento de los TFG y TFM de la

Universidad de Zaragoza,

Declaro que el presente Trabajo de Fin de (Grado/Master)

Master en Ingenieria Biomédica (Titulo del Trabajo)

rs

"Quimica click bioortogonal como herramienta para la inmovilizacidn de
nanoparticulas magnéticas en superficies”

"Bioorthogonal click chemistry as a tool for the surface immobilization of
magnetic nanoparticles”

7

es de mi autoria y es original, no habiéndose utilizado fuente sin ser citada

debidamente.

Zaragoza, 23/06/2016

Fdo: Marcos Navascuez Lominchar







AGRADECIMIENTOS

Este es el momento que todos los que nos embarcamos en estudios de carrera y master
estamos esperando. Mas en mi caso porque pongo fin a una etapa genial de mi vida y, aunque
no soy muy dado expresar sentimientos y agradecimientos, creo que la ocasién lo merece.

En primer lugar tengo que agradecerle Jesus Martinez de la Fuente que haya apostado por
mi para formar parte de este grupo y el trato y ayuda recibidos durante toda mi estancia.

En segundo lugar, tengo muchisimo que agradecer a mi directora Raluca Fratila. Podria
escribir muchas lineas hablando de lo bien que te has portado; de la genial acogida cuando no
conocia nada del funcionamiento del grupo, de tratarme como un igual a la hora de consultar
dudas sobre nuestro proyecto, de ser exigente pero comprensiva al mismo tiempo, de
continuar ayuddndome en la busqueda de horizontes futuros y un sinfin de etcéteras que
hacen muy dificil que pueda encontrar una persona con la que se me haga tan facil y llevadero
el trabajo como contigo. Porque empezaste siendo mi directora pero has acabado siendo una
verdadera amiga.

Un parrafo especial merece también la genial Vanessa Herrero (pero sélo porque asi me
gano yo un espacio en tu tesis que sino... nada :P). Gracias por ayudarme con las tareas mas
cotidianas, por las infinitas determinaciones de Fe que te he encasquetado, por nuestras
bromas y peleas siempre entre risas y por preocuparte todos los dias por mi bienestar tanto
dentro como fuera del labo. Te echaré mucho de menos pero alli donde esté siempre tendré
un hueco en mi agenda para meterme contigo © jajaja.

Como no podia ser de otra manera tengo que agradecer a todo el grupo NAP su acogida,
las cenas y cafés, los futbolines... y en definitiva haberme hecho pasar un afio tan bueno aqui.
En especial a esos becarios con despacho-poyata en el labo con los que me he reido
muchisimo y con los que espero conservar la amistad porque me han demostrado ser gente
gue vale la pena.

Ademds, queria agradecer a mis amigos de “La Campana” y de “La Salchicha” con los que
he pasado tan buenos y malos ratos y sobre todo con los que procuro pasar la mayor parte del
tiempo libre que tengo porque ya son muchos los afios y ANECDOTAS que tenemos juntos.

A todos mis compafieros del Master de Ingenieria Biomédica y del Grado en Quimica que
han pasado las mismas penurias que yo para salir adelante pero que siempre acababan con
una borrachera legendaria y un sinfin de anécdotas para aliviar las penas.

Por ultimo queria agradecerles a mis padres y a mi hermano toda la confianza que
siempre han depositado en mi y toda la ayuda en los momentos complicados, y mas
especialmente, durante este afio. A mi padre, que a pesar de estar muy liado con sus estudios
siempre saca un hueco para preguntarme por los mios y escuchar mis sermones aunque no se
esté enterando de la mitad. A mi hermano, porque aunque muchas veces acabes sacandome
de quicio eres alguien en quien siempre se puede confiar y con el que no paro de reirme.

Mencidn especial para mi madre, esa heroina silenciosa, que es capaz de sacrificar todo el
tiempo que tiene, y el que no también, porque podamos estudiar. Gracias por ordenar mi
cuarto, escuchar mis problemas, opinar aunque no me guste lo que piensas, aguantarme en
mis dias malos y mis mil enfermedades y, en definitiva, GRACIAS POR HACERNOS FELICES.






RESUMEN

La nanotecnologia es un campo en continua expansion que se ha ido diversificando para
poder dar soluciones a problemas de la vida diaria. Dentro de estas nuevas ramas de
conocimiento se encuentra la nanobiomedicina y este trabajo se ha centrado mas
especificamente en las aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas en medicina.
Concretamente se ha planteado el uso de la reaccidn “click” bioortogonal entre azidas y
alquinos tensionados para inmovilizar nanoparticulas magnéticas en superficies.

Este Trabajo Fin de Master ha consistido en la sintesis y caracterizaciéon de nanoparticulas
magnéticas de Fe;0, monodispersas con caracteristicas apropiadas para su posterior
inmovilizacién covalente en membranas y superficies. La sintesis se ha llevado a cabo por
descomposicion térmica de Fe(acac); obteniendo nanoparticulas de 12 nm de didmetro medio
gue posteriormente se han transferido a medio acuoso mediante recubrimiento con un
polimero anfifilico (poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno, PMAOQ). Posteriormente se ha
llevado a cabo la estabilizacién estérica de las nanoparticulas con dos moléculas voluminosas
distintas (polietilenglicol y glucosa) y su funcionalizacién con dos alquinos ciclicos de diferente
longitud de cadena espaciadora.

Para comprobar la viabilidad de la reaccidn click se han inmovilizado las nanoparticulas
funcionalizadas con alquinos sobre superficies modificadas con grupos azida, pudiéndose
comprobar por microscopia electrénica de barrido (SEM) la unidon covalente de las
nanoparticulas a la superficie.

Estos prometedores resultados van a permitir la continuacidn de la investigacidn con este
tipo de nanoparticulas sobre superficies mas complejas (por ejemplo membranas celulares)

con el objetivo de realizar futuros estudios de hipertermia magnética en células tumorales.






LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

NPs: nanoparticulas

MNPs: nanoparticulas magnéticas

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

TAMRA: tetrametilrodamina-cadaverina

PEG: polietilenglicol (NH,-(-O-CH,-CH,-)1-OCHj5)

GLU: 4-Aminofenil B-D-glucopirandsido

A1l: 2-(2-(ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxi)etanamina (ciclooctino de cadena corta)
A2: 2-(2-(2-(2-(ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etanamina (ciclooctino de cadena larga)
EDC: 1-étil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

SSB: tetraborato de sodio

DBCO: dibenzociclooctinil-PEG,-5/6-sulforodamina

TEM: Microscopia Electrénica de Transmision

SEM: Microscopia Electrdnica de Barrido

TGA: Andlisis termogravimétrico

XPS: Espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X

DLS: Dispersién dindmica de la luz






INDICE

1. INTRODUGCCION......oivermeiireessisnsisessssssssess s ssssssss st s ssssss s st sssns s ssssss s sssssssnsssssssns s 1
1.1, NANOLECNOIOZIA cccueieieitierreteceeite ettt ste e e s aerbes e e sbeebe e sereesbensenenne 1
1.2. NanNObioMEICING ...cceceiieee ettt et s s et sre st s st s e aens 1
1.3. Nanoparticulas magnéticas: propiedades y aplicaciones........ccceeecvevevvreerveceennne. 2

2. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO ... .ccctiiceieeceeeieeetieectteecveessreeeee seaveesestes sennnesnnneeens 3
2.1. Hipertermia Magn@tiCa .....cccccceeeeeeseeeee et ettt et s e et sre et sae st v e 3
2.2. Quimica click bioortogonal para la inmovilizacién de las nanoparticulas en

SUP I ICIES vttt iereeiee ettt ettt e sesebaebbe s e e e shesbeebesrsesbesbesssessesaesrsensssressasnens 3

O 121 2 I8 VP 5

4. RESULTADOS Y DISCUSION ..ot ee ettt seevesseeeeessseaees s s essssesseserasassssenesseaene 6
4.1. Sintesis y caracterizacion de Nnanoparticulas .........ceceeeeee e e cecveecevececceenene e e 6

4.1.1. Sintesis de nanoparticulas hidrofobicas ........cceeveeveeveeieiicienece e e 6
4.1.2. Caracterizacion de nanoparticulas hidrofobicas .......coccecevevecvecvinreerne e, 6
4.1.3. Transferencia de nanoparticulas hidrofébicas a medio acuoso ............... 7
4.1.4. Caracterizacion de nanoparticulas hidrofilicas ........coccevevevveviicveveneen e, 9
4.2. Estabilizacion de NPS@PMAO-TAMRA mediante repulsién estérica ............... 10
4.2.1. Justificacion metodolOgiCa .....cccvevvecreeceee e e s 10
4.2.2. Funcionalizacién de MNPs@PMAO-TAMRA con polietilenglicol (PEG)...10
4.2.3. Funcionalizacién de MNPs@PMAO-TAMRA con glucosa (GLU).............. 11
4.3. Funcionalizacién de NPs estabilizadas con alquinos tensionados ...........c.c........ 11
4.3.1. Justificacion metodolOZICa ...ccccovverueierieeiee e e 11
4.3.2. Funcionalizacién de NPs-estabilizadas con ciclooctino .........ccccveueuneneen. 12

4.4, Caracterizacion comparativa de las nanoparticulas (NPs / NPs@PEG /
NPS@PEG@A;; / NPS@GLU / NPS@GLU@A2) coveuvverireereiireree e 12

4.5. Caracterizacion por ensayo indirecto: inmovilizacién de NP@Alquino sobre
sustratos funcionalizados con azida

4.5.1. Justificacion metodolOICa ....cccovveieuieiriieire e e e e 13

4.5.2. Activacion y funcionalizacidn de superficies de silica .....ccoceeeververeiennenn. 17

4.5.3. Ensayo de inmovilizacién mediante quimica click de las NPs en

LY UY=L 18

5. MATERIALES Y METODOS ......oouivereeeeceeresiesieisssssess e ssssss s s sas s sessss s sssesssssssan 20
5.1. Sintesis de nanoparticulas en medio 0rganico .......cccceveeeveceeseecee e 20
5.1.1. Sintesis de MNPs de 6 nm de didmetro .......cccevvvvvvineeienenneeieene e 20

5.1.2. Recrecimiento de 6 NM @ 12 NM .oocoriireiineiniieiienee e e e e 20

5.2. Transferencia @ @BUA ....cuceeeeeeee i ettt e s s s ettt s aere e 21



5.3. RUL2 A€ NP@PEG ....ooeeveeeieieeee ettt e st b e s st s b v e s es e sans 22
5.3.1. Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con polietilenglicol (PEG)...22

5.3.2. Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA@PEG con ciclooctino......... 22
5.4. Ruta de NP@GLUCOSA ...ttt et sttt et st et st st n e e e 23
5.4.1. Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con NH,-Glucosa................ 23
5.4.2. Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA@Glucosa con ciclooctino..23
5.5. Funcionalizacidén de superficies de silica con grupos azida (N3)....ccccceceveevernennes 24
TECNICAS DE CARACTERIZACION ....oomiervervrsiisiisessessse s sssess st sassssess s ssssssenssnnses 25
6.1.  Determinacion A€ FE ..ttt st e e e 25
6.2.  Electroforesis en Gel de ABarosa .......veceeveceeie e secesisies e e 25
6.3.  Analisis Termogravimeétrico (TGA) .....cceeveverereerese st seseesesesesesseseseesnnnns 26
6.4.  Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)......ccccceeeeveeecrereeevervenreenenee. 26
6.5.  Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)......cccooeeeeeeieiecece e 26
6.6.  Dispersion dindmica de 1a Uz (DLS)....cccoeoeeeeeeieeceeeeeet et 27
6.7, POLENCIAI Z ettt e st st st e et n e e ean e aerea 27
6.8.  Espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS) ....ccoccoveveieeeeeceecceeennns 27
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt sttt e st e e s s e s et e b s et eas st aasesesaeeteste et saesaenen 28
BIBLIOGRAFTA ..ottt ettt e et s st et s as st s ssss s seseses 29

ANEXOS ..ottt e s e e e s e s 31






1. INTRODUCCION
1.1 Nanotecnologia

La definicién convencional de la nanotecnologia segin la NNI (Iniciativa Nacional en
Nanotecnologia de los Estados Unidos) la describe como “la ciencia, ingenieria y tecnologia
llevadas a cabo en la nano escala, que a su vez se define entre 1 y 100 nm”. [1]

El término nano equivale en la escala métrica a 10° m y en los materiales que se
encuentran en este rango de tamafios unas de las caracteristicas mas importantes son la gran
area superficial en relacidn a su volumen y su capacidad de interactuar con fenémenos fisicos
luminosos con longitudes de onda que se encuentran en la misma escala de tamafio. Son estas
y otras caracteristicas, debidas a operar en ese rango dimensional, las que hacen que
aparezcan fendmenos nuevos, capaces de sustentar nuevas propiedades. [2] Estas nuevas
propiedades (épticas, quimicas, magnéticas o electrdnicas) son Unicas y diferentes a las del
mismo material a escala macroscépica. Todo ello ha generado un nuevo campo de estudio en
la ciencia de materiales dedicado al disefio, fabricacidn y aplicacién de nanoestructuras, asi
como al estudio de las relaciones existentes entre las propiedades y las dimensiones de
nanomeétricas. [3, 4]
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Figura 1. Escala nanométrica.
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Hoy en dia, la nanotecnologia es una de las areas de investigacion mas prometedoras del
siglo XXI, y es la gran variedad de propiedades de los nanomateriales lo que esta favoreciendo
su utilizacidon en diversos campos entre los que se encuentra la medicina, hasta el punto de
originar una nueva disciplina: la Nanobiomedicina.

1.2 Nanobiomedicina

La nanobiomedicina es la rama de la medicina que utiliza materiales de tamafio
nanométrico para el diagndstico, prevencién y tratamiento de enfermedades con la finalidad
de mejorar la calidad de vida. [5]

La principal ventaja que presenta este tipo de materiales para su uso en medicina es que
debido a su pequefio tamafio, similar al de la mayoria de biomoléculas, son capaces de
interactuar de forma mas eficiente con las células del organismo. Esto permite aumentar
drasticamente la selectivididad y la actividad de los materiales utilizados actualmente en el



campo de la terapia. Ademas, posibilita interacciones mas especificas entre las biomoléculas y
el material permitiendo usarlos en el campo del diagnéstico clinico.

Los nanomateriales pueden introducir mejoras en estas dreas y se estan utilizando en
técnicas analiticas o de imagen, en la vectorizacion y liberacién de farmacos, en aplicaciones
conjuntas de tratamiento e imagen (agentes teragndsticos) o en aplicaciones de regeneracion
tisular. [6]

1.3 Nanoparticulas magnéticas: propiedades y aplicaciones

Las nanoparticulas (NPs) magnéticas poseen algunas propiedades Unicas con respecto al
resto de nanomateriales, siendo la mds importante su capacidad de interactuar con un campo
magnético externo. Se ha extendido especialmente el uso de NPs de 6xido de hierro debido a
su biocompatibilidad. Las NPs de 6xido de hierro estdn formadas por un nucleo de magnetita
(Fes04) o maghemita (y-Fe,0s), y dependiendo de las condiciones de sintesis, se puede obtener
un amplio espectro de tamafios y formas. Ademas, debido a que los medios fisioldgicos son
sumamente complejos ya que tienen una gran cantidad de componentes que pueden
desestabilizar las nanoparticulas y causar su agregacion, se pueden incorporar diferentes
recubrimientos que permitan dotar de estabilidad a las NPs en medio fisioldgico.

Una propiedad especifica de este tipo de nanomateriales es el superparamagnetismo.
Esta propiedad consiste en que en presencia de un campo magnético externo las NPs sufren
una elevada imanacién pero no muestran remanencia cuando éste se retira. Esta propiedad no
es exclusiva de las NPs magnéticas ya que hay materiales que pueden presentar
superparamagnetismo a muy bajas temperaturas pero si que es exclusivo de las NPs el
superparamagnetismo a temperatura ambiente. [7, 8, 9]
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Figura 2. Comparacion de ciclos de histéresis de materiales magnéticos.

Por lo tanto, esta propiedad es de gran utilidad para la aplicacién de NPs magnéticas in
vivo, ya que de esta forma se consigue evitar la agregacién de las NPs al retirar el campo,
hecho que podria dar lugar a trombos en los vasos sanguineos. [10]

Algunas de las principales aplicaciones de las NPs magnéticas son el uso como agentes de
contraste en resonancia magnética de imagen (RMI), [7, 11] tratamientos tumorales mediante
hipertermia magnética, [12] su uso como biosensores [13] o la liberaciéon controlada de
farmacos. [6]



2. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO

2.1. Hipertermia magnética

La hipertermia es el aumento de la temperatura de un tejido a 40-46 °C. Las células
tumorales son mds sensibles al calor que las células sanas, por ello, la hipertermia puede ser
utilizada para el tratamiento del cancer o como terapia complementaria a la quimioterapia, la
radioterapia y la terapia génica, ya que al aumentar la temperatura se puede conseguir la
muerte de las células tumorales sin afectar a las sanas. [12] Tradicionalmente, la hipertermia
se ha aplicado por medio de radiofrecuencias, ultrasonidos, microondas o radiacién IR, pero
estas técnicas presentan varios inconvenientes, como falta de especificidad y penetracion
limitada a través del tejido. Sin embargo, las NPs magnéticas pueden ser funcionalizadas con
moléculas de reconocimiento, como ligandos especificos de las células tumorales, u otras que
las doten de estabilidad sin perder su capacidad superparamagnética.

La hipertermia magnética utiliza la capacidad de las NPs magnéticas de generar calor
cuando estan expuestas a campos magnéticos alternos. Esta capacidad de calentamiento se
debe principalmente a dos fendmenos fisicos: relajacion de Neel y relajacion de Brown. La
relajacion de Neel se produce en NPs pequefias y se trata de una rotacion del vector de
momento magnético de la red cristalina sin que haya una rotacién fisica de la NP. La relajacion
de Brown se produce en NPs grandes y se trata de una rotacién de la NP manteniendo su
momento magnético en la misma direccidn de tal forma que la rotacién fisica dentro del
liguido transportador permite que se dé la alineacién generando calor por friccion en el
proceso. [9]

Actualmente se buscan NPs con alta eficacia para inducir hipertermia. Esta se mide a

IM

través del “indice especifico de absorcidn” o SAR (Specific Absorption Rate), que representa la
cantidad de energia transformada en calor por unidad de tiempo y masa. [9, 14]

Si las NPs se encuentran en la membrana de las células o internalizadas por las mismas,
los valores de SAR no son los mismos que los de las NPs en disolucion. Esto se debe a una
minimizacién (o incluso a una completa inhibicién) de la relajacion de Brown debido a los
mecanismos celulares de homeostasis que tratan de restringir la movilidad interna de las NPs.
Por ello, ademas de medir los valores de SAR de las NPs en disolucién, es necesario llevar a
cabo un estudio de hipertermia mas detallado que comprenda la interaccién de las NPs con el
entorno celular. [8]

En este trabajo se han sintetizado nanoparticulas magnéticas con unas caracteristicas
morfoldgicas, composicionales y de tamafio éptimas para poder realizar ensayos de
hipertermia en células en el futuro. Por ello se ha tenido en cuenta en todo momento el tipo
de medio en el que se iba a realizar dicho estudio asi como las caracteristicas fisico-quimicas
gue deberia tener el recubrimiento superficial de las NPs.

2.2. Quimica click bioortogonal para la inmovilizacion de las
nanoparticulas en superficies

Las reacciones de quimica bioortogonal consisten en la unién entre un marcador quimico
incorporado a la célula la y una molécula suministrada de forma exdgena. En primer lugar es
necesaria la incorporaciéon de un marcador o grupo funcional concreto en la biomolécula a



estudiar usando la propia maquinaria biosintética de la célula. En segundo lugar, hay que
suministrar externamente otra molécula, marcador quimico especifico, que reaccione con ésta
formando un enlace covalente. Este marcador externo normalmente tiene un tamafio
pequefio respecto a la molécula original, por lo que no se modifica sensiblemente su
estructura ni su funcionalidad, pero la hace detectable por el marcador celular. [15]

El marcaje covalente selectivo de biomoléculas, especialmente en células y tejidos vivos,
no es una tarea féacil. Esto es debido a que el medio biolégico estd repleto de grupos
funcionales que pueden interferir con la reaccion deseada (NH, y SH) y a que los reactivos
utilizados en reacciones bioortogonales deben ser estables, no tdxicos, compatibles con
reacciones redox y reaccionar entre si en este tipo de medios. [15, 16, 17]

Una de las muchas reacciones dentro del campo de la quimica orgdnica son las
denominadas reacciones click. El término “click” es un concepto utilizado para describir una
reaccion quimica fiable y rapida mediante la unidn de pequefias moléculas entre si.

La cicloadicidon [3+2] entre azidas y alquinos catalizada por Cu(l) (CUAAC), es uno de los
ejemplos mas representativos de reaccidn “click” y proporciona de forma selectiva 1,4-
triazoles quimicamente muy estables. [18] Tanto los alquinos como las azidas son grupos
reactivos muy pequefios que no perturban a la mayoria de sistemas bioldgicos. Afiadido a esto,
la velocidad y la relativa simplicidad de esta reacciéon hacen que la CuAAC sea de gran utilidad
para la monitorizacién de biomoléculas. Sin embargo, el efecto citotéxico del cobre hace dificil
utilizar este tipo de quimica en presencia de células vivas. Como alternativa a la reaccién
clasica, se desarrolld una cicloadicion [3+2] entre azidas y alquinos tensionados, en la que la
tensidn del anillo actia como activador del alquino y promueve la reaccidn, sin necesidad de
usar cobre como catalizador. [19, 20]
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Figura 3. Esquema de reaccion click bioortogonal de azido-aztcares de la membrana plasmdtica con
ciclooctino como marcador. Los azido-azucares son metabolizados por la célula e incorporados a las
glicoproteinas de la superficie celular. Los grupos azida de las glicoproteinas de superficie reaccionan con
un ciclooctino conjugado con un marcador externo concreto. [17]

A pesar de su potencialidad en campos como la biologia y la bioquimica, el uso de la
qguimica “click” bioortogonal para unir de manera covalente nanomateriales a membranas
celulares apenas se ha explorado hasta la fecha. Actualmente, en el grupo de investigacion
donde se ha realizado este Trabajo Fin de Master se ha planteado el uso de quimica click
bioortogonal como herramienta para la inmovilizacién de NPs en la superficie de células vivas.
(Figura 4)
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Figura 4. Union covalente de NPs magnéticas a la superficie de membranas celulares mediante
quimica “click” bioortogonal.

El objetivo a largo plazo en el que esta enfocado este trabajo es un estudio comparativo
de la hipertermia magnética en el interior celular frente a la hipertermia producida por NPs
unidas externamente a la membrana. Se estima que, debido a la unidn covalente, las NPs
permanecerian en la membrana celular el tiempo necesario para poder llevar a cabo los
estudios de hipertermia mencionados en el apartado 2.1.

Debido a la complejidad y duracién del proyecto este Trabajo Fin de Master se ha
centrado Unicamente en la incorporacién de las moléculas de ciclooctino a las NPs y la
posterior inmovilizacién de éstas sobre superficies funcionalizadas con grupos azida.

3. OBJETIVOS

El objetivo del proyecto es la funcionalizacion de nanoparticulas magnéticas (MNPs) con
alquinos tensionados para aplicaciones en quimica click bioortogonal. De esta manera, las
MNPs se podrian inmovilizar de manera covalente en superficies y membranas celulares
funcionalizadas con grupos azida utilizando una reaccion click bioortogonal (cicloadicion
alquino-azida libre de cobre). Para ello, se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Sintesis de las MNPs mediante el método de descomposicion térmica de
Fe(acac)s.

2. Recubrimiento con un polimero anfifilico, el poli(anhidrido maleico-alt-1-
octadeceno) (PMAO), para asegurar su estabilidad coloidal en agua e introducir
grupos funcionales.

3. Funcionalizacion de las MNPs con polietilenglicol (PEG), glucosa (GLU) y dos tipos
de alquinos tensionados (Aly A2).

4. Caracterizacion fisico-quimica de las MNPs y evaluacién de su estabilidad coloidal
utilizando las técnicas habituales (TEM, DLS, TGA, etc.).

5. Ensayo de reaccion click en superficies marcadas con grupos azida.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas hidrofébicas

Actualmente existen dos métodos principales de sintesis de nanoparticulas magnéticas
para aplicaciones biomédicas: coprecipitacion y descomposicién térmica.

El primero de ellos aporta como principales ventajas su simplicidad, versatilidad y la
capacidad de obtencién de nanoparticulas a gran escala que posean caracter hidrofilico lo que
aporta estabilidad en medios acuosos. A pesar de esto, presenta algunos factores limitantes
como son: la amplia distribucién de tamafios, el dificil control de la forma y la baja
cristalinidad. [19] Por otro lado, el método de descomposicidn térmica requiere montajes mas
complejos y genera NPs hidrofébicas por lo que es necesaria una etapa adicional de
transferencia de las NPs a agua. Sin embargo, permite ejercer un gran control sobre el tamafo
y la monodispersidad de las nanoparticulas, asi como obtener una buena cristalinidad. [21, 22]

Teniendo en cuenta que el objetivo final de estas nanoparticulas es su utilizaciéon en
estudios de hipertermia magnética resulta fundamental tener una elevada cristalinidad ya que
esto repercute en las propiedades magnéticas de las mismas (especialmente en la capacidad
de generar calor por hipertermia). Es por esto que hemos elegido el método de sintesis por
descomposicion térmica.

La sintesis por descomposicion térmica consiste en la descomposicion de complejos de
hierro a altas temperaturas en presencia de un surfactante, ambos disueltos en un medio
organico de elevado punto de ebullicién. El hecho de que las NPs obtenidas sean uniformes en
tamafio se debe a las etapas de nucleacién y crecimiento y se ajusta al mecanismo propuesto
por LaMer. [23] Las NPs limitan el tamafio obtenido en funcidon de los surfactantes y su
capacidad de coordinacién con los nucleos por lo que en una primera etapa se obtienen unas
NPs de 6 nm de didmetro medio.

Como las NPs mas grandes mejoran sus propiedades magnéticas, fundamental en
aplicaciones de hipertermia, [24] se realizd un recrecimiento de la misma manera que en la
sintesis de las NPs de 6 nm de diametro pero utilizando éstas como “semillas” con el objetivo
de obtener NPs de 12 nm de didmetro. Esto es posible ya que el surfactante no se une
covalentemente a las NPs permitiendo su desprendimiento de las mismas a elevadas
temperaturas y posterior readsorcion tras el crecimiento. [22]

4.1.2 Caracterizacion de nanoparticulas hidrofébicas

La caracterizacion que resulta especialmente relevante teniendo en cuenta la finalidad del
material es la de la forma, el tamafio y la homogeneidad de las nanoparticulas. La Microscopia
de Transmisidn de Electrones (TEM, por sus siglas en inglés) permite obtener imagenes de la
muestra Utiles para observar su morfologia y para obtener su distribucion de tamafios.

En la Figura 5 se observa que tanto las semillas (izquierda) como las NPs obtenidas tras la
etapa de recrecimiento (derecha) poseen geometria esférica (imagen de TEM) y un didametro
medio de 6.41 + 1.11 nm y 11.31 * 1.41 nm, respectivamente (histograma de tamanios). La
distribucién de tamafios y los rangos de desviacion estandar entran dentro de lo esperado en
este tipo de sintesis por lo que se puede confirmar que las NPs sintetizadas son de un solo tipo
y presentan homogeneidad de tamafio.



m prowe— i e ®.8¢ s A
T (6.41%111) i i % (11.31%1.41)

0

fo

)

[

Figura 5. Micrografias de TEM de las NPs de 6 nm (izquierda, escala = 50 nm) y de 12 nm (derecha,
escala = 100 nm) en hexano junto con sus histograma de tamarios (expresado en nm).

El analisis termogravimétrico (TGA) proporciona informacién sobre la pérdida de masa de
la muestra frente a la temperatura, lo que permite evaluar la cantidad de recubrimiento
organico de las NPs. Como se puede observar en la Figura 6 las primeras pérdidas de masa no
comienzan hasta los 200 °C de temperatura lo que indica que el enlace entre el 4cido oleico y
la superficie de la NP es fuerte. A partir de los 200 °C y hasta los 400 °C, tiene lugar la mayor
pérdida de la masa organica (7.34 %) que corresponde a la capa organica de acido oleico.
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Figura 6. Termograma de las NPs de 12 nm en hexano. Representa la pérdida de peso (%) en
funcién de la temperatura (°C).

4.1.3 Transferencia de las nanoparticulas hidrofébicas a medio acuoso

La principal desventaja del método de sintesis por descomposicidn térmica es que las NPs
gue se obtienen son insolubles en agua, con lo cual para poder emplearlos en aplicaciones
biolégicas es necesario realizar una transferencia a medio acuoso. Para poder realizar esta
transferencia de las NPs a agua se ha incorporado un polimero anfifilico, capaz de dotar de
estabilidad a las NPs en medio acuoso y presentar ademas grupos reactivos en la superficie.
Este polimero es el poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) conocido como PMAO.



Debido a que uno de los objetivos del proyecto es la unién covalente de estas
nanoparticulas a diferentes membranas se hace necesario introducir un marcador fluorescente
gue nos permita visualizar las NPs en el medio. Por lo tanto, previamente al recubrimiento con
el polimero fue necesaria la incorporacion de una molécula fluorescente derivada de la
tetrametilrodamina que presenta una coloracidon fluorescente roja denominada TAMRA-

cadaverina.
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Figura 7. Estructura quimica del PMAO (Izquierda) y de la TAMRA-cadaverina (Derecha).

La TAMRA-cadaverina se une covalentemente al PMAO mediante apertura nucledfila de
una pequena cantidad de los grupos de anhidrido maleico presentes, consiguiendo obtener
finalmente entorno al 1% de recubrimiento de los grupos carboxilicos del PMAO (suficiente
para observar fluorescencia).

Una vez producido el marcaje del polimero se procedié al recubrimiento de las NPs con el
mismo. Su parte hidrofoba tiene cadenas alifaticas de 18 atomos de carbono que se intercalan
mediante interacciones hidrofdbicas con las cadenas de acido oleico de las NPs. A pesar de que
la interaccion hidrofébica entre las cadenas alifaticas es débil, el elevado numero de
interacciones entre las cadenas del polimero y el surfactante dan lugar a recubrimientos muy
estables. La parte hidrdfila del polimero, las fracciones de anhidrido maleico, quedan
expuestas hacia el exterior de la NP, proporcionando estabilidad y generando grupos
carboxilicos (—COOH) tras su hidrélisis con NaOH [2, 22, 25].

Figura 8: De izquierda a derecha podemos observar las dos etapas del recubrimiento: 1) Funcionalizacion
de las NPs con PMAO-TAMRA; 2) Hidrdlisis de los anhidridos con NaOH 0.1 M. [25]

Este paso de hidrdlisis es critico para asegurar la estabilidad de las NPs en agua, y genera
dos grupos —COOH por cada unidad monomérica de anhidrido maleico.



4.1.4 Caracterizacion de nanoparticulas hidrofilicas

De igual forma que en el apartado anterior una primera forma de caracterizacion es la
Microscopia de Transmision de Electrones (TEM) que nos permite comprobar que se mantiene
la morfologia y la distribucién de tamafios.

La Figura 9 muestra una micrografia de TEM de las NPs recubiertas con PMAO-TAMRA. Se
puede apreciar que se mantienen tanto la geometria esférica como el tamafio de las NPs, con
un didmetro medio de 12.09 + 1.67 nm (histograma de tamafios). Ademas, también se observa
el recubrimiento de polimero individual (gris difuminado) como una sola capa entre los
nucleos inorganicos (color gris-negro oscuro). La distribucion de tamafios y los rangos de
desviacién estdndar son casi idénticos a los del recrecimiento (apartado 4.1.2) confirmando la
homogeneidad de tamafios.

3 : . Figura 9. Micrografia de TEM de las NPs de en
agua (escala = 50 nm) y su correspondiente histograma
24 de tamafios (expresado en nm).

El analisis termogravimétrico (TGA) de la muestra permite distinguir entre los dos tipos de
recubrimiento organico de las NPs. Como se puede observar en la Figura 10 las pérdidas de
masa que comienzan a los 200 °C de NPs@PMAO-TAMRA corresponden a la pérdida total de
materia organica, sin distinciones. Sin embargo, se puede calcular la masa de PMAO-TAMRA
perdida teniendo en cuenta el andlisis TGA anterior que mostraba que un 7.34 % de la masa
corresponde al acido oleico y por lo tanto el resto de la masa correspondera a la capa orgdnica
de PMAO-TAMRA (18.18 %).
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Figura 10. Termograma de las NPs de 12 nm en agua. Representa la pérdida de peso (%) en funcion de la
temperatura (°C).



4.2 Estabilizacion de NPS@PMAO-TAMRA mediante repulsion estérica

4.2.1 Justificacion metodoldgica

El objetivo final de las NPs sintetizadas es realizar estudios de hipertermia magnética en
células. Para ello es necesario:
1) Incorporar un grupo alquino que posibilite la reaccion click en superficie.
2) Mantener la estabilidad de las NPs para que no agreguen a pH fisioldgico.

Tal como se muestra en el apartado 4.1.3 (Figura 8) la estabilidad de las NPs tras el
recubrimiento con el polimero PMAO se debe a la repulsién electroestdtica entre las cargas
negativas de los grupos carboxilicos (-COO") de la superficie, que estan desprotonados al pH
del medio celular (pH = 7).

El problema de la estabilizaciéon por repulsiones electroestaticas es que los Unicos grupos
reactivos presentes en la superficie de las nanoparticulas, los grupos carboxilicos (-COO’), son
también los que proporcionan la estabilidad a la NP por lo que si se quieren incorporar otras
moléculas a la superficie se puede llegar a comprometer la estabilidad del conjunto.

Inicialmente se traté de funcionalizar con alquino sélo un pequeifio porcentaje de los
grupos carboxilicos (5 % y 10 %). El resultado fue, en ambos casos, la agregacion de las NPs
debido a que la funcionalizacion de los grupos carboxilicos (-COO’) de la superficie con una
molécula de alquino reduce el nimero de grupos COO" libres y la carga eléctrica neta se ve
reducida comprometiendo la estabilidad de las NPs.

Por este motivo se planted la posibilidad de incrementar la estabilidad estérica (introducir
grupos quimicos voluminosos que actian como separadores impidiendo la agregacion) [2] de
manera previa a la funcionalizacidon con la molécula de alquino. La reaccién necesaria para
introducir estos grupos voluminosos también compromete parte de los grupos carboxilicos por
lo que veremos reducida la carga neta de la NP y el nimero de carboxilos libres susceptibles de
reaccionar en la etapa posterior con el alquino.

Teniendo en cuenta los objetivos y las futuras aplicaciones in vitro de las NPs se optd por
funcionalizar las NPs con dos moléculas voluminosas diferentes: polietilenglicol y glucosa.

Figura 11. De izquierda a derecha se muestran las estructuras quimicas de las moléculas de
polietilenglicol (PEG) y 4-Aminofenil f-D-glucopirandsido (glucosa).

4.2.2 Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol es un polimero biocompatible y muy versatil. Existen una inmensa
variedad de tipos de PEG en funcidn de los grupos quimicos presentes en sus extremos
terminales y de la longitud de su cadena hidrocarbonada (OCH,CH,),. Ademds, se trata de una
molécula no reconocida por los receptores de la membrana celular lo que favorece la no
internalizacién de las NPs@PEG facilitando la reaccidn click en la membrana. Esto permitiria
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realizar estudios de hipertermia con NPs unidas covalentemente a la membrana pero
dispuestas en el exterior celular.

La molécula de PEG elegida para este trabajo es NH,(OCH,CH,);0CH; (MW: 750 g/mol,
Figura 11) que cuenta con un grupo amino terminal (NH,) que es el que se une directamente al
grupo carboxilico (-COOH) de la NP mediante la formacion de un enlace peptidico (-CO-NH-).
Ademads, posee una cadena hidrocarbonada con 16 unidades repetitivas de -OCH,CH,- que
actua como espaciador y es suficiente para impedir la agregacion de las NPs.

4.2.3 Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con glucosa (GLU)

La glucosa es un carbohidrato natural, presente en gran cantidad de organismos, que es
utilizado por la célula como fuente de energia fundamental. Debido a estas caracteristicas se
ha planteado como alternativa al PEG ya que ademds de incrementar la estabilidad es capaz de
favorecer la internalizacién celular al existir un gran nimero de proteinas de reconocimiento
celular de esta molécula en la membrana. [26] Esto permitiria realizar estudios de hipertermia
con NPs ya internalizadas en la célula y comprobar de esta manera si existen diferencias entre
ambos procesos de hipertermia magnética.

Para este trabajo se ha elegido un derivado de glucosa (4-aminofenil B-D-glucopiranédsido,
(Figura 11) que, al igual que el PEG, cuenta con un grupo amino terminal (NH,) que se
empleara para su unién al grupo carboxilico (-COOH) de la NP mediante la formacién de un
enlace peptidico (-CO-NH-). Esta molécula no es tan voluminosa como el PEG pero es lo
suficientemente grande como para impedir la agregacién de las NPs.

4.3 Funcionalizacion de NPs estabilizadas con alquinos tensionados

4.3.1 Justificacion metodoldgica

Una vez conseguida la estabilidad coloidal de las NPs mediante repulsiones estéricas es
necesario incorporar la molécula que nos permita llevar a cabo la reaccién click sobre las
diferentes superficies. La reaccién conocida como click bioortogonal consiste en una
cicloadicion [3+2] entre un alquino ciclico tensionado y una azida. [15, 16, 27] En este
proyecto se ha tratado de incorporar la molécula de alquino en la nanoparticula y el grupo
azida sobre las superficies. Esto es debido a que los estudios a realizar estdn basados en la
incorporacién de grupos azida en la membrana plasmatica celular para la unién covalente de
las NPs funcionalizadas con alquinos.

Teniendo en cuenta que para la unidén entre la NP y la superficie basta con que se
produzca un solo enlace click no es necesario contar con una gran cantidad de moléculas de
alquino recubriendo las NPs sino conseguir funcionalizar un pequeiio porcentaje de los
carboxilos que aun queden libres tras la estabilizacion. De nuevo, la reaccidon quimica que se
produce es la unidn peptidica entre el grupo amino (-NH,) del ciclooctino y los grupos carboxilo
(-COOH) libres presentes en la superficie de las NPs.

Por otro lado, teniendo en cuenta que los recubrimientos para la estabilizacién estérica se
han hecho con moléculas muy voluminosas, se va a realizar un estudio comparativo de cémo
afecta la longitud de la cadena unida al alquino en esta reaccién. Para ello se han utilizado dos
moléculas de alquino ciclico (ciclooctino) con diferente longitud de la cadena separadora
obteniéndose dos tipos distintos de NPs fluorescentes con un alquino ciclico en el extremo
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accesible que es, por tanto, susceptible de reaccionar con azidas a través de una reaccion click
bioortogonal. En esta etapa plantea funcionalizar un 10 % del total de los grupos carboxilo
presentes con la molécula de ciclooctino.

O NH

Figura 12. A la izquierda se muestra la estructura quimica del 2-(2-(ciclooct-2-in-1-
iloxi)etoxi)etanamina (ciclooctino de cadena corta, A1) y a la derecha la estructura quimica del 2-(2-(2-
(2-(ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxi)etoxi)etoxiletanamina (ciclooctino de cadena larga, A2).

4.3.2 Funcionalizaciéon de NPs-estabilizadas con ciclooctino

El ciclooctino de cadena corta (Al), 2-(2-(ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxi)etanamina, tiene un
caracter mas hidrofébico debido a la presencia de grupos alquilicos (-CH,-) y a la corta cadena
con grupos éter (-O-) mas susceptibles de formar puentes de hidrégeno con el agua y por tanto
mas hidrosolubles (Figura 12). Sin embargo, el ciclooctino de cadena larga (A2), 2-(2-(2-(2-
(ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxi)etoxi)etoxi)etanamina, tiene un caracter mas hidrofilico debido a la
presencia de menos grupos alquilicos hidrofdbicos (-CH,-) en comparacién a la cantidad de
grupos éter (-0O-) de la cadena. El objetivo de introducir dos cadenas de diferente longitud es
comprobar si ésta afecta de forma relevante a la solubilidad de las NPs y a la accesibilidad del
grupo alquino en la posterior reaccidn click.

4.4 Caracterizacion comparativa de las nanoparticulas (NPs /

NPs@PEG / NPs@PEG@A,; ; / NPs@GLU / NPs@GLU@A, ,)

Mediante TEM se pudo comprobar que ni la distribucién de tamafos ni la morfologia de
las NPs se vieron afectadas por la funcionalizacion debido a que el nucleo inorgédnico
permanece intacto y el tamafio de las moléculas utilizadas en la funcionalizacién (PEG, GLU, Al
y A2) es muy inferiora 1 nm.
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Figura 13. Micrografias de TEM de las NPs@PEG (izquierda, escala = 100 nm) y NPs@GLU (derecha,
escala = 100 nm) en agua junto con los histogramas de tamafios de las NPs (expresado en nm).
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En la Figura 13 se puede ver que tanto las NPs recubiertas con PMAO-TAMRA@PEG como
las recubiertas con PMAO-TAMRA@GLU mantienen la geometria esférica y el tamafio medio
(12.30 £ 1.51 nm y 12.34 + 1.88 nm, respectivamente). Las distribuciones de tamafios y los
rangos de desviacién estandar son casi idénticos a los del recrecimiento (apartado 4.1.2) y
transferencia a agua (apartado 4.1.4).

De igual manera, la morfologia y la distribucién de tamafios no cambian al incorporar la
molécula de ciclooctino (Figura 14). Los cambios en el valor del didmetro medio entran dentro
del error aceptable y se deben exclusivamente a la captura (ajustes y alineamiento del
microscopio) y al tratamiento posterior de las imagenes con el software ImageJ.
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Figura 14. Micrografias de TEM de las NPs funcionalizadas con ciclooctinos (escala = 100 nm) en agua: A)
NPs@PMAO-TAMRA@PEG@A1,; B) NPs@PMAO-TAMRA@PEG@A2; C) NPs@PMAO-TAMRA@GLU@AI;
D) NPs@PMAO-TAMRA@GLU®@A2.

Sin embargo, la caracterizacion por TEM no es muy util para demostrar la correcta
funcionalizacion de las NPs con las moléculas de ciclooctino por lo que serd necesario el uso de
técnicas que permitan determinar la composicion y caracteristicas del recubrimiento organico.

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica sencilla que permite determinar
cualitativamente la carga neta de las nanoparticulas en funcién de su movilidad
electroforética, siendo de gran utilidad para comprobar la correcta funcionalizacién de las NPs.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) de NPs provenientes de dos lotes distintos. Evolucion de
las etapas de funcionalizacion: 1) NP@PMAO-TAMRA; 2) NP@PMAO-TAMRA@GLU; 3) NP@PMAO-
TAMRA@GLU@AIL; 4) NP@PMAO-TAMRA@GLU@AZ2; 5) NP@PMAO-TAMRA@PEG, 6) NP@PMAO-

TAMRA@PEG@A1; 7) NP@PMAO-TAMRA@PEG @A2.
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En los pocillos numerados con el 1 se encuentran los lotes correspondientes a dos pasajes
a agua distintos de las nanoparticulas (NP@PMAO-TAMRA). Se puede observar claramente su
idéntica migracién hacia el polo positivo de la celda electroforética, debido a la gran cantidad
de grupos carboxilato (-COO’) cargados negativamente presentes en la superficie de las NPs.

Los pocillos numerados con el 2 se corresponden al recubrimiento de las nanoparticulas
con glucosa (NP@PMAO-TAMRA®@GLU). Se puede comprobar cdmo ambos lotes migran de
manera similar y se observa una pequena disminucidon en la migracién con respecto a las
NPs@PMAO-TAMRA (1) de partida debido a la disminucidn de los grupos carboxilato presentes
en la superficie de la NP tras la funcionalizaciéon. Los pocillos numerados con el 5 se
corresponden al recubrimiento con PEG (NP@PMAO-TAMRA@PEG). De igual forma se
comprueba cdmo ambos lotes migran de manera similar y se observa una migracion mucho
menor con respecto a las NPs@PMAO-TAMRA (1) de partida que podria deberse al efecto
estérico o a que la disminucién de los grupos carboxilato presentes en la superficie de la NP
tras la funcionalizacidn con PEG es superior a la que se produce con glucosa. Esto implicaria
tener que disponer de un menor nimero de grupos carboxilicos susceptibles de reaccionar con
los ciclooctinos, Al y A2, en el caso de las NPs estabilizadas con PEG que en las estabilizadas
con GLU.

En los pocillos 3 y 4 que fueron rellenados con NP@PMAO-TAMRA@GLU@AL y
NP@PMAO-TAMRA@GLU@A2 respectivamente, se puede apreciar de nuevo un marcado
descenso de la capacidad migratoria en comparacioén a su predecesor, 2, debido a la reduccién
de la carga negativa que se atribuye a la disminucidn de los grupos carboxilato libres por la
funcionalizacidon con el ciclooctino. Esta disminucidon es mas significativa que en sus homdlogos
estabilizados con PEG, los pocillos 6 y 7, que fueron rellenados con NP@PMAO-
TAMRA@PEG@A1 y NP@PMAO-TAMRA@PEG@A2 respectivamente. En este caso se puede
apreciar un leve descenso de la capacidad migratoria en comparacién a su predecesor, 5,
debido a que se habrdn incorporado un menor nimero de moléculas de ciclooctino tanto por
la disminucién de los carboxilatos libres en la anterior etapa como por el impedimento estérico
del PEG que dificulta el contacto molecular y como consecuencia la reaccion.

Ademas de una aproximacién cualitativa de la carga neta de las NPs se puede determinar
cuantitativamente la carga en superficie mediante la técnica del potencial Z. Esta medida
permite comparar las diferentes etapas de funcionalizacién y corroborar los datos obtenidos
con los observados empiricamente en el gel de electroforesis.

Con el mismo objetivo de caracterizar la capa orgdnica se han llevado a cabo medidas del
radio hidrodinamico de las NPs mediante la técnica de dispersidon dindmica de luz (DLS). Esta
técnica permite obtener un valor del radio hidrodindmico total de la nanoparticula (nucleo
inorganico + recubrimiento organico) lo que, junto con los histogramas de tamafio de las
imagenes de TEM, permite obtener una aproximacion del tamafio del recubrimiento orgdnico.

A la vista de los resultados de la Tabla 1 se puede confirmar que el valor del didmetro
hidrodinamico de las NPs tras las diferentes etapas de funcionalizaciéon permanece inalterado.
En todos los casos el tamafio es préximo a 24-27 nm por lo que no se puede relacionar
directamente con la funcionalizacion.
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Ref. Tamaiio (d,,) Potencial Zeta (mV)
NP@PMAO-TAMRA 1 21.02+1.21 -35.2+ 0.67
NP@PMAO-TAMRA@GLU 2 23.75+ 2.82 -28.8+1.05
NP@PMAO-TAMRA@GLU@A1 3 25.06 £ 1.34 -24.2 + 0.87
NP@PMAO-TAMRA@GLU@A2 4 25.02 + 2.29 -24.6 £ 0.24
NP@PMAO-TAMRA@PEG 5 25.93 £ 0.82 -25.2+0.51
NP@PMAO-TAMRA@PEG@A1 6 23.24 +2.47 -19.5+0.86
NP@PMAO-TAMRA@PEG@A2 7 2494 +1.13 -20.4+0.71

Tabla 1. Medidas de DLS y potencial Z de las muestras correspondientes a la estabilizacion con GLU
(Ref.=2,3y4)ycon PEG (Ref.=5,6y 7).

Sin embargo en las medidas de potencial Z se aprecian claras diferencias entre las
muestras, relacionadas con el comportamiento observado en el gel de electroforesis.
Conforme disminuye el nimero de grupos carboxilato libres se puede apreciar una bajada de
la carga negativa en el valor de potencial Z lo que podria indicar la presencia de los grupos
funcionales que se han afiadido en cada etapa de la funcionalizacion. Este descenso de la carga
negativa es mucho mas acusado en el caso de las NPs estabilizadas con PEG lo que se
corresponde con las observaciones de la Figura 16. De igual forma se puede observar un
descenso mas progresivo del potencial Z en el caso de las NPs estabilizadas con GLU que se
corresponde con las observaciones del gel.

Al igual que en la etapa de transferencia a agua, el andlisis termogravimétrico (TGA) de la
muestra permite distinguir y cuantificar el porcentaje de materia organica que hay de cada
tipo (Figura 17). Se puede calcular la masa de PEG perdida teniendo en cuenta los analisis de
TGA anteriores que mostraban que un 7.34 % de la masa corresponde al acido oleico y un
18,18 % al PMAO-TAMRA por lo que habra un 15.77 % de PEG y el resto corresponderia al
ntcleo inorganico de Fe;0, (58.71 %).!

! La caracterizacion por TGA de la muestra de NPs funcionalizadas con glucosa no se ha realizado
debido a la cantidad relativamente alta de muestra que se requiere (>1 mg de NPs liofilizadas) y al
elevado coste de este reactivo, teniendo en cuenta que se trata de una técnica destructiva. Ademas, la
caracterizacion realizada mediante el resto de técnicas permite comprobar que se ha llevado a cabo
correctamente la funcionalizacién.
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Figura 16. Termograma de las NPs de 12 nm. Representa la pérdida de peso (%) en funcion de la
temperatura (°C).

4.5 Caracterizacion por ensayo indirecto: inmovilizacion de

NP@AIquino sobre sustratos funcionalizados con azida

4.5.1 Justificacion metodoldgica

Teniendo en cuenta que los objetivos de este proyecto a largo plazo consisten en la
inmovilizacién de NPs magnéticas en la membrana celular mediante la reaccién click entre un
alquino tensionado y una azida se realizaron pruebas de caracterizacion indirecta que puedan
demostrar que hay un alquino anclado a la NP y que es susceptible de reaccionar con
superficies funcionalizadas con azida. El ensayo propuesto consiste en la funcionalizacion de
superficies de silicio con grupos azida y la posterior reaccién de cicloadicién [3+2] entre las
NPs@alquino y la superficie@azida (Figura 17).

En caso de que la reaccion se produjera los enlaces covalentes formados unirian
fuertemente las NPs a la superficie impidiendo su eliminacién en las etapas de lavado. El
objetivo de esta prueba es la visualizacion de fluorescencia en microscopio éptico como
prueba inicial y observar mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM) la presencia o
ausencia de NPs sobre la superficie (prueba real) pudiendo demostrar que la reaccién click ha
funcionado y confirmar la presencia del ciclooctino en la nanoparticula.
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Figura 17. Esquema del ensayo de inmovilizacion de NPs en superficies activadas con azida. 1¢
Etapa: funcionalizacion de superficies de silicio con grupos azida (N3); 22 Etapa: Ensayo de reaccion click
de la NP@alquino sobre la superficie@azida.

4.5.2 Activacidn y funcionalizacién de superficies de silica

La funcionalizacidon de las superficies de éxido de silicio se llevd a cabo en tres etapas:

1. Activacién de la superficie con disolucidn pirafia.
2. Incorporacion de un bromoderivado.
3. Sustitucién nucledfila del bromo por el grupo azida.

Para comprobar la correcta funcionalizacién se realizd un analisis por espectroscopia
fotoelectrénica de rayos-X (XPS) de la superficie tras cada una de las etapas de reaccion. La
espectroscopia XPS es una técnica muy sensible que permite analizar la composicion de la
materia en superficie por lo que aporta informacién cuantitativa de gran interés. Como se
puede observar en la Figura 18 conforme avanza la reaccidon se observa la aparicion de
elementos caracteristicos de cada etapa.
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Figura 18. Espectro global de XPS de las diferentes etapas de funcionalizacion: Si) superficie de dxido de
silicio (tras lavados); OH) superficie de dxido de silicio activada con pirafia; Br) superficie funcionalizada
con un bromoderivado; N3) superficie funcionalizada con azida.

Entre los dos primeros espectros no se observan grandes cambios en el espectro global ya
gue no se ha incorporado ningln nuevo elemento a la superficie, Unicamente se observa un
aumento de la cantidad porcentual de oxigeno al activar la superficie de silica con pirafia
formando grupos silanoles (-Si-OH). En el espectro Br se puede observar claramente la
aparicion de una banda a 70.49 eV correspondiente al orbital 3d del bromo que nos indica que
la reaccion se ha producido. Finalmente en el espectro N; se puede observar como desaparece
la banda del orbital 3d del bromo y aparecen dos nuevos picos en la zona correspondientes al
orbital 1s del N" y al orbital 1s del N* de la azida (-N-N*-N). El pico de menor intensidad (30.36
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%) a 404.83 eV corresponde al &tomo de nitrégeno central (N*) de la azida mientras que el pico
de mayor intensidad (65.79 %) a 401.18 eV corresponde a los dos atomos de nitrégeno de los
extremos (N). Estas intensidades se corresponden con la relacién 1:2 de los dtomos de
nitrégeno en la azida y las energias de enlace con las descritas en la bibliografia. [28]

4.5.3 Ensayo de inmovilizacion mediante quimica click de las NPs en superficie

En este ensayo se intenta determinar la presencia de alquino en la NP de forma indirecta
tanto por observacidn de fluorescencia en superficie como por deteccion de NPs en superficie
mediante SEM. Para tener una aproximacion lo mas parecida posible a los experimentos a
realizar con células vivas, se utilizd la misma concentracion de NPs que normalmente se
emplea en el grupo para dichos experimentos (125 pg/mL de Fe).

Para ello se han realizado 7 experimentos con 7 superficies funcionalizadas con grupos
azida sobre las que se van a afiadir los cuatro tipos distintos de NPs@alquino (NP@PEG@A1,
NP@PEG@A2, NP@GLU@AL1 y NP@GLU@A2) y tres muestras a modo de control (NP@PEG,
NP@GLU y un ciclooctino fluorescente comercial, la dibenzociclooctinil-PEG-sulforodamina B,
DBCO). Los controles de NP@PEG y NP@GLU son controles negativos (no se espera observar
fluorescencia ni ver NPs por imagen SEM) mientras que el alquino fluorescente DBCO es un
control positivo de que la reaccidn click se ha producido (se espera ver fluorescencia).

Las 7 muestras se sumergieron completamente en 500 uL de NPs con la concentracién
mencionada anteriormente. El experimento se llevd a cabo a temperatura ambiente, con leve
agitacién y en ausencia de luz durante 2 horas. Tras las dos horas se lavaron las superficies con
acetona, etanol y abundante agua Milli-Q y se secaron con N,.

El andlisis de las superficies mediante microscopia de fluorescencia indicd la correcta
inmovilizacién del alquino ciclico fluorescente DBCO. Sin embargo esta técnica no proporcioné
resultados concluyentes en caso de las muestras de NPs, por lo que el estudio se basa
exclusivamente en las imagenes obtenidas por SEM (Figura 19).

Figura 19. Micrografias de SEM de las superficies@azida con: 1) NP@PEG (control negativo); 2)
NP@PEG@AI1; 3) NP@PEG@A2; 4) NP@GLU (control negativo); 5) NP@GLU@AL y 6) NP@GLU@A?2.
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A la vista de las imagenes de SEM de la Figura 19 se puede comprobar que no existen
interacciones entre las NPs y la superficie en las muestras 1 y 4 que corresponden con los
controles negativos (ausencia de alquino). Sin embargo si se observan NPs en el resto de
muestras lo que es un claro indicador de que la reaccidon click se ha producido y de que por
tanto el alquino se encuentra unido a la nanoparticula. Las diferencias de densidad de NPs
entre las NP@PEG@A;, y NP@GLU@A, ; pueden deberse a las distintas interacciones que se
producen entre las moléculas estabilizadoras (PEG y GLU). Las NP@PEG@A, , son mas estables
debido al mayor tamafio y densidad de la moléculas de PEG en la NP por lo que interaccionan
de forma individualizada con la superficie facilitando la reaccién click con una distribucién mas
homogénea sobre toda ella. Sin embargo, las NP@GLU@A,, interactuan de forma mas
eficiente entre ellas (fuerzas intermoleculares mas fuertes) por lo que se disminuye la
probabilidad de contacto entre el grupo alquino de la NP y la azida en superficie propiciando la
aparicién de las zonas de aglomeracién y zonas desnudas (muestras 5y 6).

En el caso de las NPs@PEG@AIquino se ha llevado a cabo una cuantificacion del
porcentaje de superficie recubierto por las NPs mediante el software ImageJ y el posterior
tratamiento de los datos en Microsoft Office Excel. El objetivo de este cdlculo es discernir, de
una forma mds objetiva que a simple vista, si existen diferencias de comportamiento entre el
alquino de cadena corta (A1) y el alquino de cadena larga (A2) a la hora de funcionalizar la
superficie. Para realizar este calculo se ha tenido en cuenta el area total de la imagen y el drea
de NPs detectada mediante el programa /Image) para obtener un calculo del porcentaje de
superficie que recubierto por NPs (Figura 20).

Figura 20. Cuantificacion de la densidad de NPs en superficies@azida con NP@PEG@AL1 y NP@PEG@A2
mediante cdlculo de dreas de Micrografias de SEM tratadas con ImageJ.

NP@PEG@A1 8,32+0,15%
NP@PEG@A2 596+1,91%

Tabla 2. Cuantificacion de la densidad de NPs en superficie segun su porcentaje de drea.

A la vista de las imagenes de la Figura 20 y de los datos obtenidos en la Tabla 4 se puede
intuir que la densidad de NPs esta entorno al 5-8 %. No es posible asegurar que la reacciéon
click con el alquino corto (Al) sea mejor a pesar de ofrecer un recubrimiento porcentual a
priori superior. Esto es debido a que las diferencias porcentuales son demasiado pequefias
para establecer conclusiones claras ya que esta técnica tiene una gran dependencia de la zona
donde se ha tomado la imagen.
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5. MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos empleados fueron adquiridos en casas comerciales (Sigma Aldrich,
Acros, AnaSpec, Rapp Polymere) exceptuando los ciclooctinos Al y A2 que fueron sintetizados
por el laboratorio del profesor Jesus M. Aizpurua de la Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU),
San Sebastian.

5.1 Sintesis de nanoparticulas en medio organico

Las NPs monodispersas de Fe;0, de 12 nm de didmetro medio utilizadas en este proyecto
fueron sintetizadas empleando un método de descomposicidon térmica ya descrito mediado
por el recrecimiento de semillas de Fe;0, de 6 nm de didmetro. [24, 25]

5.1.1 Sintesis de MNPs de 6 nm de diametro

En un matraz de 250 mL de tres bocas provisto de agitacion mecdnica mediante una
varilla de vidrio, se afiadieron: 0.71 g (2.01 mmol) de Fe(acac)s;, 2.58 g (9.98 mmol) de 1,2-
hexadecanodiol, 2 mL (5.65 mmol) de acido oleico, 2 mL (4.22 mmol) de oleilamina y 40 mL de
éter bencilico. Tras mezclar los reactivos, el matraz se colocé en una manta calefactora y se
realizaron tres ciclos de vacio/nitrégeno. La temperatura de la reaccién se mantuvo bajo
control utilizando un controlador de temperatura programando varias rampas de temperatura
de la siguiente manera:

Programa de Temperaturas

Calentamiento de temperatura ambiente a 200 °C Velocidad de 180 °C/h

Mantenimiento de temperatura de 200 °C 2h
Calentamiento de 200 °C a 305 °C Velocidad de 10 °C/min
Mantenimiento de temperatura de 305 °C 2h

Enfriamiento de 305 °C a temperatura ambiente -

Tabla 3. Programa de temperatura para la sintesis de MNPs de 6 nm de didmetro.

Tras enfriar la mezcla de reaccidon hasta temperatura ambiente, se realizaron varios
lavados para eliminar el exceso de reactivos. En un primer lavado se afiadié a las semillas una
fraccion de etanol (cuya funcidn es la desestabilizacion y precipitacién de las NPs) y se utilizd
un iman para separar las NPs precipitadas del sobrenadante.

En el resto de lavados, se afiadié hexano (como disolvente) y etanol (en proporcion 1:2) y
se realizé el mismo procedimiento. Finalmente, las NPs se resuspendieron en una mezcla de
hexano, acido oleico y oleilamina y se almacenaron a 4 °C.

5.1.2 Recrecimientode 6 nma 12 nm

En este recrecimiento se utilizaron como semillas las MNPs de 6 nm de didmetro medio
obtenidas segln la descripcién del apartado anterior. Para ello se partié de una cantidad
preestablecida de nanoparticulas de 6xido de hierro (40 mg de Fe).

Partiendo de las semillas de 6 nm sintetizadas previamente se realizaron 3 etapas de
lavado idénticas a las descritas en el apartado anterior para eliminar el exceso de 4cido oleicoy
oleilamina. Se siguid el mismo protocolo de sintesis con distintas cantidades de los reactivos.

20



Se afiadieron: 40 mg de semillas de 6 nm de Fe;0, disueltas en hexano, 1.42 g (4.02 mmol) de
Fe(acac)s, 5.16 g (19.97 mmol) de 1,2-hexanodecanodiol, 1 mL (3.12 mmol) de acido oleico, 1
mL (3.06 mmol) de oleilamina y 40 mL de éter bencilico.

El programa de temperaturas diseflado para este proceso es el siguiente:

Programa de Temperaturas

Calentamiento de temperatura ambiente a 100 °C Velocidad de 180 °C/h
Calentamiento de 100 °C a 200 °C Velocidad de 3 °C/min
Mantenimiento de temperatura de 200 °C 1h

Calentamiento de 200 °C a 305 °C Velocidad de 10 °C/min
Mantenimiento de temperatura de 305 °C 1h

Enfriamiento de 305 °C a temperatura ambiente -

Tabla 4. Programa de temperatura para el recrecimiento de MINPs de 12 nm.

Una vez se hubieron obtenido las NPs recrecidas de 12 nm, se realizaron los lavados de la
misma forma que se ha detallado anteriormente y se resuspendieron en la mezcla de hexano,
acido oleico y oleilamina para ser finalmente almacenadas a 4 °C.

Los datos de absorbancia de los estandares permitieron obtener una recta de calibrado
sobre la cual se extrapolé el dato de absorbancia de la muestra de NPs para determinar su
concentracion.

La concentracidn inicial de hierro de la muestra obtenida a partir de la recta de calibrado
para las semillas de 6 nm en hexano fue de 1.64 mg/mL y para las NPs recrecidas de 12 nm en
hexano fue de 3.25 mg/mL.

5.2 Transferencia a agua

Previamente a la funcionalizacion de las NPs con las diferentes moléculas es necesario
llevar a cabo su transferencia a agua.

Protocolo de trabajo

En un matraz de 500 mL se preparé una disolucién de 140 mg de PMAO (30000-50000 Da)
en 15 mL de CHCI;. Posteriormente se afiadieron 2 mg de TAMRA-cadaverina en 2 mL de EtOH
y la mezcla se dejo reaccionando durante toda la noche con agitacion magnética y el matraz
recubierto con papel de aluminio para evitar la pérdida de fluorescencia. Antes de proceder a
la adicion de las NPs en fase organica se afiadid CHCl; hasta un volumen final de 98 mL.

Las NPs en medio organico se lavaron 3 veces con 20 mL (hexano + etanol). Tras el tercer
lavado las NPs se resuspendieron en 2 mL de CHCls; esta disolucidn se afiadidé gota a gota a la
disolucion de PMAO-TAMRA en CHCl; en un bafio de ultrasonidos durante 15 minutos. El
disolvente se elimind en el rotavapor a 40 °C y 400 mbar dejando un volumen minimo (5-10
mL) para que las NPs no lleguen a sequedad.

Una vez eliminado el disolvente se afadieron simultaneamente 10 mL de H,0 Mili-Q y 10
mL de NaOH 0.1 M. La mezcla se introdujo al rotavapor a 70 °C y sin vacio, con el fin de
evaporar los restos de CHCl;, observandose la formacidon de espumas en la disolucién. Cuando
las espumas se atenuaron, se fue aumentando el vacio poco a poco hasta alcanzar los 200
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mbar y manteniéndolo hasta que no se formen mas espumas. El liquido obtenido se filtrd en
caliente con un filtro de 0,2 um para eliminar los posibles agregados de NPs formados durante
este proceso. Finalmente mediante tres etapas de ultracentrifugacién durante 2 horas a 20 °C
y 25000 rpm se eliminaron las NPs mas pequefias y el exceso de polimero no unido que se
guedan en el sobrenadante.

La concentracidn de hierro de la muestra de NPs@PMAO-TAMRA de 12 nm en agua fue
de 5.2 mg/mL.

5.3 Ruta de NP@PEG

5.3.1 Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con polietilenglicol (PEG)

Previa incorporacién de la molécula de ciclooctino se llevé a cabo la estabilizacion de las
NPs con PEG.

Protocolo de trabajo

En un Eppendorf de 1.5 mL se prepard una disoluciéon de 16.7 mg (22.26 umol) de NH,-

PEG-OCH; (MW: 750 g/mol) en 172 uL de tampdn tetraborato sédico 50 mM, pH=9 (SSB) y se
afiadio el volumen de NPs correspondiente a 1 mg de Fe.
Se realizd6 una primera adicion de 6.25 mg de 1-étil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) en 20 pL de SSB (50 mM, pH=9), afiadiendo el volumen necesario de tampdn SSB (50
mM, pH=9) hasta llegar a 420 yL para que se mantenga la concentracion final de Fe de la
reaccion en [Fe*]=2.3 mg/mL. Dicha disolucién se agité durante 30 minutos / oscuridad;
transcurrido este tiempo se realizdé una segunda adicién de 6.25 mg de EDC en 20 plL de SSB
(50 mM, pH=9) y se mantuvo en agitacidn durante 3 horas / oscuridad.

Para eliminar el exceso de reactivos se realizaron diez lavados con agua Mili-Q (5000 rpm,
15 min) utilizando dispositivos de filtracién por centrifugacién con membranas de celulosa
(Amicon, MilliPore, 100 kDa).

La concentracidn de hierro de la muestra de NPs@PMAO-TAMRA@PEG fue de 1.59
mg/mL.

5.3.2 Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA@PEG con ciclooctino

Esta etapa consiste en la uniéon quimica entre un alquino ciclico y las nanoparticulas de
Fe;0, en medio acuoso previamente funcionalizadas con PMAO-TAMRA vy estabilizadas con
PEG. La reaccion quimica que se produce es la unién peptidica entre el grupo amino (-NH,) del
ciclooctino y los grupos carboxilo (-COOH) libres presentes en la superficie de las MNPs.

En esta etapa se ha utilizado el mismo protocolo de sintesis con dos moléculas de alquino
ciclico con diferente longitud de la cadena separadora obteniéndose dos tipos distintos de
MNPs con un recubrimiento que presenta fluorescencia y un alquino ciclico en el extremo
accesible y, por tanto, susceptible de reaccionar con azidas a través de una reaccién “click”
bioortogonal.

En esta etapa se intenta conseguir funcionalizar un 10% de los grupos carboxilo presentes
en superficie de las nanoparticulas con el ciclooctino. El protocolo de funcionalizacién se
describe a continuacién y es idéntico para ambas moléculas de ciclooctino.
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Protocolo de trabajo

En un Eppendorf de 2 mL se prepard una disolucién de 2.73 x 10 * mmol de ciclooctino, el
volumen correspondiente a 0.5 mg de NPs y 3.125 mg de EDC en 10 pL de tampdn SSB (50
mM, pH=9). Se ainadid el volumen necesario de tampdn SSB (50 mM, pH=9) hasta llegar a 1.2
mL para que se mantuviera la concentracion de Fe de la reaccién en [Fe™]= 0.42 mg/mL. El pH
de la muestra deberia estar proximo a 8-9. Dicha disolucion se agita durante 30 minutos /
oscuridad. Se realizé una segunda adicion de 3.125 mg de EDC en 10 pL de SSB (50 mM, pH=9)
a cada uno. Dicha disolucidn se agité durante 3 horas / oscuridad. El pH fue medido al acabar
la reaccion.

Para eliminar el exceso de reactivos se realizaron cuatro lavados con agua Mili-Q (5000
rom, 15 min) utilizando dispositivos de filtracién por centrifugacién con membranas de
celulosa (Amicon, MilliPore, 100 kDa).

La concentracidn de hierro de la muestra de NPs@PMAO-TAMRA@PEG@AL fue de 1.37
mg/mLy la de NPs@PMAO-TAMRA@PEG@A?2 fue de 1.23 mg/mL.

5.4 Ruta de NP@GLUCOSA

5.4.1 Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA con NH,-Glucosa

Previa incorporacién de la molécula de ciclooctino se llevd a cabo la estabilizacion de las NPs
con glucosa.

Protocolo de trabajo

En un Eppendorf de 2 mL se prepard una disolucién de 10 mg (36.86 umol) de NH,-PEG-
OCH; en 960 pL de SSB (50mM, pH=9) y se anadid simultdneamente el volumen de NPs
correspondiente a 2.4 mg de Fe.

Se realizd una primera adicién de 7,5 mg de EDC en 50 pL de SSB (50 mM, pH=9). El pH de
la muestra deberia estar proximo a 8-9. Dicha disolucién fue agitada durante 30 minutos /
oscuridad. Posteriormente se realizé una segunda adicidon de 7.5 mg de EDC en 50 plL de SSB
(50mM, pH=9). El pH de la muestra deberia estar préximo a 8-9. Dicha disolucién se agitd
durante 3 horas en la noria / oscuridad.

Para eliminar el exceso de reactivos se realizaron cuatro lavados con agua Mili-Q (5000
rom, 15 min) utilizando dispositivos de filtracion por centrifugacién con membranas de
celulosa (Amicon, MilliPore, 100 kDa). Posteriormente se filtra la disolucidn obtenida a través
de un filtro 0.22 um.

La concentracion de hierro de la muestra de NPs@PMAO-TAMRA@GLU fue de 1.57
mg/mL.

5.4.2. Funcionalizacion de MNPs@PMAO-TAMRA@Glucosa con ciclooctino

Esta etapa consiste en la uniéon quimica entre un alquino ciclico (A1 y A2) y las
nanoparticulas de Fe;O,; en medio acuoso previamente funcionalizadas con PMAO-TAMRA vy
estabilizadas con Glucosa. La reaccidén quimica que se produce es la unién peptidica entre el
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grupo amino (-NH,) del ciclooctino y los grupos carboxilo (-COOH) libres presentes en la
superficie de las MNPs.

En esta etapa se ha utilizado el mismo protocolo de sintesis descrito en el apartado 3.2
para conseguir un recubrimiento del 10% de los grupos carboxilicos de la superficie de la MNP.
En este protocolo se utilizan las mismas dos moléculas de alquino ciclico con diferente longitud
de la cadena separadora para obtener dos tipos distintos de MNPs con un recubrimiento que
presenta fluorescencia y un alquino ciclico en el extremo accesible y, por tanto, susceptible de
reaccionar.

La concentracidn de hierro de la muestra de NPs@PMAO-TAMRA@GLU@A1 fue de 0.72
mg/mLy la de NPs@PMAO-TAMRA@GLU@A?2 fue de 0.79 mg/mL.

5.5 Funcionalizacién de superficies de silica con grupos azida (Ns)
Con el objetivo de realizar un ensayo posterior Util en la caracterizacién de las NPs se llevd
a cabo la funcionalizacién de superficies de éxido de silicio para incorporar grupos azida (N3). El
principal propdsito es observar si se produce la reaccién click entre el grupo alquino de las NPs
y el grupo azida de la superficie funcionalizada.

Protocolo de trabajo

En primer lugar se lavaron las superficies de silica durante 15 min con acetona y 15 min
con etanol (sonicando en ambos casos). Finalmente se realizd un tercer lavado con agua Milli-
Q previo a la activacidn con Pirafia.

Se prepard la disolucién Pirafia (H,S04/H,0, 3/1 v/v) afiadiendo en primer lugar el H,0, y
gota a gota el volumen correspondiente de H,SO,. La mezcla se dejé en reposo durante 20
min, se sumergieron completamente las muestras de silica y se dejaron reaccionar durante 30
minutos sin agitacion. Las muestras fueron lavadas individualmente con abundante agua Milli-
Qy secadas en corriente de N,.

Se preparé una disolucién de 11-bromoundeciltriclorosilano en tolueno (0.1% vol.) y se
sumergieron completamente las muestras activadas en dicha disolucién durante 45 minutos
sin agitacion. Las muestras fueron lavadas con tolueno, acetona y etanol (15 minutos,
sonicando) y secadas en corriente de N,.

Una vez secas se sumergieron en una disolucién saturada de azida de sodio (NaN3) en
dimetilformamida (DMF) y se dejaron reaccionar (48 h, 37 °C, bajo N, y con agitacion suave).
Finalmente se lavaron las superficies con acetona y etanol (5 minutos, sonicando) y agua Milli-
Q vy se secaron en corriente de N,. Todas las muestras se guardaron en el desecador hasta su
posterior uso o analisis.
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6. TECNICAS DE CARACTERIZACION
6.1. Determinacion de Fe

La determinaciéon de la cantidad de Fe en las muestras obtenidas es fundamental para
conocer la concentracion de las NPs, que serd necesaria para realizar las posteriores
funcionalizaciones y experimentos.

Protocolo de la determinacidn

La cantidad de Fe se determind por espectrofotometria, siendo necesario preparar una
serie de estdndares de disoluciones de Fe(lll) para obtener una recta de calibrado. Las
concentraciones de los estandares (en ug/mL) son las siguientes: 0, 100, 200, 400, 600 y 800.

Para la preparacion de las muestras, se toman de 5 a 10 pL de muestra (debido a la
elevada concentracién de NPs en la disolucion) y se rellena hasta 50 puL con hexano o agua (en
funcién del medio en que se encuentren las NPs).

A todas las muestras se les afiaden 100 pL de agua regia (HCI/HNO; en proporcion 3:1) y
se calientan durante 15 minutos a 60 2C para eliminar la capa organica. Posteriormente se
afiaden 350 pL de H,0 milli-Q a todas las muestras para diluir el agua regia. Del volumen total,
se toman 50 pL y se trasvasan a una placa de 96 pocillos.

A cada pocillo se afiaden 100 pL de Na3;PO, (pH=9.7; 0.2 M) y 60 uL de una disolucidn
formada por 50 pL de KOH (4 N) y 10 uL de Tiron (0.25 M). Tras afiadir el Tiron (acido 1,2-
dihidroxibencen-3,5-disulfénico, compuesto que forma un complejo con el Fe) y el Na;PO, a
todos los pocillos de la placa, se deja reposar durante unos 15 minutos.

Finalmente se mide la absorbancia de las muestras a 480 nm en un espectrofotometro
Multiskan Go (Thermo Scientific). Con los datos de los estandares se realiza una recta de
calibrado que se utiliza para extrapolar el dato de absorbancia de la muestra y obtener de esta
forma la concentracion en Fe de ésta.

6.2. Electroforesis en Gel de Agarosa

Esta técnica nos permite, por un lado, diferenciar la carga de las NPs en funcién de su
capacidad migratoria, y por otro, detectar el polimero presente en la muestra que no se ha
unido a la superficie de la NP por excitacidn con luz UV. De esta forma, se utiliza luz visible para
detectar las NPs y luz UV bajo un filtro azul para detectar las emisiones azules del exceso de
polimero que no se ha unido.

En la imagen del gel, se pueden apreciar las NPs como bandas oscuras y el exceso de polimero
como bandas blanquecinas.

Protocolo de trabajo

Se prepardé una disolucién al 1% (m/v) de agarosa en una disolucién tampdn 0.5X de Tris-
borato-EDTA (TBE). Una vez preparado el gel, se cargaron las muestras previamente mezcladas
con una disolucion de glicerol al 20% en TBE 0.5X. Finalmente se aplicé un voltaje de 80V y 3 A
de intensidad durante 30 minutos (suficiente para observar diferencias en la migracion).
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6.3. Analisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que consiste en la medida del peso de
una muestra frente a tiempo o temperatura bajo una atmdsfera controlada, que puede ser
estdtica o dinamica. La TGA permite detectar los cambios en la pesada que suelen producirse
en reacciones como descomposiciones, sublimaciones, reducciones, desorciones, absorciones,
etc. De esta forma, puede ser utilizada para cuantificar el recubrimiento orgdnico de las NPs.

El equipo utilizado para analizar la masa de la muestra frente a la temperatura es un
equipo Universal V4.5A TA Instruments.

Las medidas de la pérdida de materia organica de las muestras se realizan por
calentamiento de estas en atmdsfera de aire, aumentando la temperatura a una velocidad de
10°C/min hasta una temperatura final de 800 °C. Previamente, se liofilizaron las muestras para
eliminar restos de agua.

6.4. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

El microscopio electrénico de transmision (TEM) utiliza un haz de electrones para
visualizar un objeto, permitiendo aumentar la potencia amplificadora de un microscopio éptico
(limitada por la longitud de onda de la luz visible). Lo caracteristico de este microscopio es el
uso de una muestra ultrafina y la obtencion de la imagen a partir de los electrones
transmitidos.

La microscopia electréonica de transmision (TEM) es util en la caracterizacion morfolégica,
microestructural y composicional de las NPs. En este trabajo las imagenes fueron obtenidas
con un microscopio Tecnai T20 (FEI), dotado de un cafién termoidnico y voltaje acelerador de
hasta 200 kV (Laboratorio de Microscopias Avanzadas, Universidad de Zaragoza).

Para visualizar las NPs en el TEM, es necesario realizar una preparacién de la muestra
diferente en funcidn de si las NPs son solubles en medio organico o acuoso. En ambos casos, la
muestra debe estar muy diluida, siendo las NPs hidrofobas diluidas en hexano y las NPs
hidréfilas en agua. Se aplicaron 5 uL de las muestras sobre una rejilla de cobre recubierta de
carbono y se dejaron secar al aire antes de introducirse al microscopio.

Una vez obtenidas las micrografias de las NPs, con la ayuda del software Imagel, se midio
el drea de unas 600 NPs (Procedimiento descrito en el Anexo 1), se representd la distribucidon
de tamafios en forma de histograma y se realizé el calculo del tamaio medio de las NPs.

6.5. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM), es una técnica de microscopia electrénica
capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra utilizando las
interacciones electron-materia. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para
formar una imagen.

En este trabajo se han utilizado imdagenes de SEM para visualizar las NPs unidas a las
superficies funcionalizadas a través de quimica “click” y para estimar el porcentaje de area
superficial ocupada por las NPs.

El instrumento utilizado fue un microscopio electrénico de barrido de emisidon de campo
CSEM-FEG INSPECT F50 (Laboratorio de Microscopias Avanzadas, Universidad de Zaragoza).
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6.6. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

El DLS (Dynamic Light Scattering) es una técnica espectroscépica utilizada para
caracterizar el radio hidrodinamico de diferentes moléculas, particulas o coloides en
disolucién. Por esto DLS es una técnica util para determinar la distribucién de tamafios de NPs
en suspension. En esta técnica el analito en suspensidon es irradiado con luz laser
monocromatica y se miden entonces las fluctuaciones de la intensidad de la luz difractada en
funcién del tiempo. Los datos de intensidad son transformados por el analizador de la sefial
para determinar la distribucidn de tamanos de las particulas de la muestra.

Las muestras se prepararon diluyendo las NPs en agua con una concentracién final de
0,05 mg/mL en un volumen final de 1,5 mL.

Se realizaron 5 medidas de cada muestra a 25 °C y los resultados se analizaron en
términos de numero e intensidad. Las medidas se tomaron en un equipo Malvern Zetasizer,
siendo las muestras irradiadas con un laser de helio-neén de 633 nm de longitud de onda.

6.7. Potencial Z

Las medidas de potencial Z se utilizan para determinar la carga superficial de las NPs y su
magnitud estd relacionada con la estabilidad del sistema coloidal. Si las particulas en
suspension tienen un amplio potencial Z negativo o positivo tenderan a repelerse entre ellas
(repulsién electrénica). Sin embargo, si las particulas tienen valores bajos de potencial Z
aumenta la inestabilidad del sistema coloidal y pueden llegar a agregar si no existen otro tipo
de repulsiones de tipo estérico. Esta medida se basa en el uso de un laser como fuente de luz
gue ilumine las particulas de la muestra siendo el rayo laser incidente el que pasa a través del
centro de la muestra permitiendo detectar la luz dispersada a un angulo de unos 13°.

Al aplicar un campo eléctrico a la celda, cualquier particula en movimiento presente en el
volumen de medida provocard una fluctuacién en la intensidad de la luz detectada con una
frecuencia proporcional a la velocidad de la particula.

El posterior tratamiento de la sefial mediante el software adecuado permite obtener
diversos parametros relacionados con el potencial Z y la movilidad electroforética de las
particulas. Las muestras se prepararon en las mismas condiciones y se utilizé el mismo equipo
de medida que para el DLS.

6.8. Espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS)

La técnica espectroscépica de XPS permite realizar analisis cuantitativos de la composicién
elemental, féormula empirica, entorno quimico y estado de oxidacién de los elementos
presentes en la superficie del material con una elevada sensibilidad. Esta técnica consiste en
irradiar con un ldser de rayos X mientras se mide simultdneamente la energia cinética y el
numero de electrones que escapan de la capa superficial, de 0 a 10 nm, del material analizado.

En el presente trabajo esta técnica se ha utilizado para comprobar las diferentes etapas
de funcionalizacién de superficies de silicio y detectar posibles cambios superficiales al afiadir
las diferentes NPs que indicaran si se ha producido la reaccién click.

El instrumento utilizado fue un espectrofotometro de fotoelectrones de rayos X Kratos
Analytical AXIS SUPRA™.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se han sintetizado por descomposicion térmica NPs magnéticas de Fe;0,
de 12 nm, que han sido transferidas a un medio acuoso y estabilizadas con polietilenglicol y
glucosa. Posteriormente se ha conseguido funcionalizar cada una de ellas con dos ciclooctinos
de diferente longitud de cadena espaciadora y probar su viabilidad mediante una reaccién de
guimica click sobre una superficie de silica funcionalizada con grupos azida.

Uno de los retos de este proyecto era la realizacidon de una caracterizaciéon adecuada que
permitiera demostrar que se ha incorporado el ciclooctino a las NPs. El analisis de las NPs
mediante microscopia TEM sdlo nos permite evaluar la forma, polidispersidad y el tamano de
las NPs por lo que han sido necesarias técnicas complementarias que permitan estudiar la
composicion de la capa orgdnica de recubrimiento. Utilizando el analisis por TGA Unicamente
se han obtenido datos de composicion de la capa orgdnica de las NPs. Sin embargo, otras
técnicas como el DLS, potencial Z y la electroforesis en gel de agarosa han mostrado
indicadores claros de la presencia de ciclooctino en las NPs.

Teniendo en cuenta que el objetivo principal de este proyecto es la funcionalizacion de
NPs para llevar a cabo una reaccién de quimica click bioortogonal sobre diferentes superficies
se ha realizado un ensayo indirecto de inmovilizacion de NPs@alquino sobre
superficies@azida. Para realizar este ensayo ha sido necesario funcionalizar en varias etapas
superficies de silicio con el propdsito de obtener una superficie recubierta con grupos azida.
Para demostrar que la azida se encontraba en superficie se han realizado estudios por XPS de
las superficies en las diferentes etapas de la reaccion. Finalmente, este ensayo nos ha
permitido comprobar que, ademas de haber conseguido funcionalizar las NPs con el
ciclooctino, la reaccidon click sobre una superficie de azida es viable como se observa
claramente a través de las imagenes de SEM.

Por dltimo en este trabajo se ha intentado evaluar las posibles diferencias existentes
entre los dos alquinos a la hora de producirse la reaccidn click. Para ello se ha tratado de
cuantificar la densidad de NPs presentes en superficie a través de imagenes de SEM vy su
posterior tratamiento con el software ImageJ. La escasa diferencia entre las imagenes y la gran
variabilidad existente entre zonas de la misma superficie nos han impedido obtener una
conclusion clara acerca de si la longitud de la cadena podria afectar al funcionamiento de la
reaccion click en superficie.
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ANEXOS

ANEXO | (Obtencion de Histogramas mediante el método de Imagel)

1) File -> open -> seleccionar imagen *
* La escala que da menos error es la de 50 nm (imagenes a menos de 8600 SA
aumentos no ofrecen tanta precision en la medida de las areas)
* Es importante que las NPs estén bien separadas, grupos aislados son mas faciles de
detectar con su geometria exacta que aglomerados (necesario un minimo espaciado
entre NPs, resolucién)
2) Analyze -> Set scale -> known distance (colocar linea recta en la escala previamente a
dar este valor)
3) Imagetools (forma rectangular) -> recuadrar toda la imagen excepto la escala
4) Duplicate image
a. Con botdn secundario -> duplicate
b. Image —> duplicate

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
T . O,|C<|Q9]/|A|+\'\\A\°\\€'7H:” o=4sv«[l|a|ﬂ|a|@|
96, y=3.10, vx!uE—ZD:i

Disefio de pagina  Referencias  Correspondencia

[N & 8 ~obe x, x Aar|[¥- A

5) Process -> Smooth (suavizado)
6) Process -> FFT -> Bandpass filter (Large: 25 y small: 15)

Filter large structures downto |25 pixels

Filter small structures upto [15 pixels

Suppress stripes: [None v

Tolerance of direction: |5 %

v Autoscale after filtering
[V Saturate image when autoscaling
I~ Display filter

OK | Cancel | Help
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7) Process -> Enhance Contrast (7-8 %)

4 15-14if (50%)
10.42x10.46 inches (1000x1004); 8-bit, 980K
L

. -
. .. .
O

8) Image -> Adjust -> Threshold *

@{) » GoogleDrive » UNIVERSIDAD MARCOS » MASTERING. BIOMEDICA » TEM

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
i B olz|o|<|4| [N Ao/ ofs] 4] &

/"iﬁ“»‘ = Al @

Nombre Fecha de modifica,

{ Favoritos

8 Descargas jre 4 15-14if (50%)

~ Sitios recientes luts 10.42x10.46 inches (1000x1004); 8-bit, 980K

23 Dropbox macros
B Escritorio plugins
{# Google Drive ijjar
|| Imagel.cfg
- Bibliotecas £ Imagel.exe
5 Documentos

&= Imagenes

& Musica
B videos

«d Grupo en el hogar 5282%
ki i o7
™ Equipo al i) =

& Acer(C)

% USBSTORAGE (\I Default ~| |B&W v

% MEMORYCARD (

¥ Dark background |~ Stack histogram

M Apply | Reset| set|

€ Red

ca... 29/06/2015 1:56 Fecha de creacion: 22/03/2016 12:01

o 1736
34
01/04/2016

*Imagel hace un ajuste por defecto, bastante bueno, pero si queremos ajustar
mejor el tamafo de las areas que vamos a medir podemos mover la barra hacia derecha o
izquierda hasta que veamos que las areas de nuestra imagen binaria son similares en tamafio a
las de nuestra imagen original.

9) Pulsar el boton Apply (dos veces) -> Obtener fondo blanco y NPs en color negro*
* Si no se hace de esta forma el programa no detectard ninguna NP porque no detecta
los blancos, solo las dreas en negro.
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10) Podemos usar una herramienta para eliminar los bordes (son
no va a ser la real y falsean nuestros datos)

NPs cortadas cuya area

_Ii ~Imagel .

EEIE

File Edit
colalol)+

NN e

Image Process Analyze Plugins Window Help

7 5|70 |®

Pai

| 15-1.4if (50%)
10.42x10.46 inches (1000x1004); B-bit (inverting LUT); 930K

oy O

0. .00

11) Eliminamos manualmente los bordes y algunas otras zonas donde el programa haya
detectado varias NPs como una sola (Esto solo si vemos que es sencillo si no un
sistema de filtros de Excel nos eliminard en el siguiente paso las dreas que sean

demasiado grandes o demasiado pequeiias para ser una NP):

o - .
{ 15-14if (50%) =i <
§ 15-14if (50%) 10.42x10.46 inches (1000x1004); 8-bit (inverting LUT); 980K il
Seo
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» *e?® o}%e
[ ] [ ) ... ® o L
: [ ] ® .. ®
v e® %o 0 eoe o002,
o LA
) I ‘e
O Qe °
.. °® Wg ® ® ®
° ‘. %e @
° ® oo der “eete
op L] Qo @
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12) Process -> Binary -> Fill Holes (Brightness: Dark)*

* Esto solo es necesario en caso de que haya NPs que tengan huecos internos de color

blanco debido a una deteccidn errénea del programa.

13) Analyze -> Analyze Particles -> OK

S S R LI
. Analyze Partic\fx ﬂ ]
Size (inchr2). |IEEIN

I™ Pixel units

Circularity: |0.00-1.00

Show: |Nothing ~

¥ Display results ¥ Exclude on edges

W Clear results I Include holes
™ Record starts

I” In situ Show

™ Summarize
™ Addto Manager

OK Cancel | Help
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14) Results -> Edit -> Copy (nos llevamos la tabla de resultados a una hoja de célculo)

15) Obtener los valores de:

a. AreaReal (dividir el drea obtenida entre 1000)
b. Radio
c. Diametro

Paortapapeles ] Fuente ] Alineacian ] Nuamero 1l
= N Se=s @) w (&4 =
| ni -0 5|
A B C F G H |
1 Area Mean Min Max Area real radio diametro Datos filtrados
2 1 133.886 255 253 233 133,886 6,52818791 13,0563758
3 2 168.287 253 255 253 168,287 7,31897642 14,6379528
4 3 153.339 255 255 255 153,339  6,9863667 13,9727334
5 4 187.778 255 255 255 187,778 7,73120908 15,4624182
6 5 107.146 255 255 255 107,146 5,84000266 11,6800053
7 6 126.525 255 255 255 126,525 6,34619243 12,6923849
) 7 86.378 255 255 255 86,378 5,24356476 10,4871295
9 8 120.929 255 253 233 120,929 6,20420436 12,4085287
10 9 156.119 255 255 255 156,119 7,04941282 14,0988256
11 10 127.764 255 255 255 127,764 6,37718937 12,7543787
12 11 81.270 255 255 255 81,27 5,08616206 10,1723241
13 12 150.711 255 255 255 150,711 6,92624005 13,8524801
14 13 36.016 255 255 255 36,016 3,38588967 6,77177934
15 14 174.258 255 255 255 174,258 744768717 14,8953743
16 15 25.312 253 255 253 25,312 2,83849605  5,6769921
17 16 43.302 255 255 255 43,302 3,71260753 7,42521507

16) Datos -> Filtro -> diametro -> entre (mayor que 4,5 y menor que 16)

17) Copiar datos -> pegar solo valores (en columna: datos filtrados)
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