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Rutas sintéticas de nanoparticulas metalico-magnéticas
para teranostico tumoral.

Synthetic routes of metallic-magnetic nanoparticles for
tumor theranostic.
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Resumen

Actualmente, el cancer es una enfermedad con un elevado impacto socio-
economico. Los métodos actuales de diagnéstico y terapia presentan problemas
de especificidad y, como consecuencia, toxicidad no selectiva, acarreando efectos
secundarios que afectan notablemente a la calidad de vida de los pacientes.

La nanotecnologia permite desarrollar sistemas con cualidades tnicas y
customizables. En los ultimos anos, se estan realizando avances con
nanoparticulas (NPs) que permiten el reconocimiento especifico de células
tumorales, y por lo tanto, abordar nuevos enfoques para el terandstico tumoral.
Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son especialmente interesantes ya que
engloban potenciales capacidades para diagnostico y terapia tumoral, en una

sola entidad nanométrica.

En este proyecto se han sintetizado NPMs de o6xido de hierro mediante
protocolos sintéticos diferentes, obteniendo distintos tamafos, formas y estados
de agregacion. Algunas de las NPMs obtenidas no eran dispersables en agua, por
lo que se funcionalizaron con un ligando derivado de polietilenglicol (PEG), que
permite su suspension en medio acuoso y ademas, reduce la opsonizaciéon de
estas en ambientes bioldgicos (cultivos celulares o torrente sanguineo por

ejemplo).

Finalmente, se evaluaron sus capacidades tanto como agentes de contraste,
evaluando sus relajatividades a 1.5 y 9.4 T; como de agentes terapéuticos,
realizando medidas de incremento de temperatura y tasa de absorcién especifica

(SAR) con resultados muy prometedores.

Palabras clave: Nanotecnologia, nanoparticulas magnéticas, relajatividades,

agentes de contraste, MRI, hipertermia magnética.
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Abstract

Currently, cancer is a disease with a high socio-economic impact. Current
methods of diagnosis and therapy have specificity problems and, as a
consequence, non-selective toxicity, leading to side effects that significantly
affect the quality of life of the patients.

Nanotechnology allows the development of systems with unique and
customizable qualities. In recent years, advances are being made with
nanoparticles that allow the specific recognition of tumor cells, and therefore,
adress new approaches for tumor theranostic. Magnetic nanoparticles (NPMs)
are especially interesting since they encompass potential capabilities for tumor

diagnosis and therapy, in a single nanometric entity.

In this project, iron oxide NPs have been synthesized using different synthetic
protocols, obtaining different sizes, shapes and states of aggregation. Some of
the NPMs obtained were not dispersible in water, so they were functionalized
with a ligand derived from polyethylene glycol (PEG), which allows their
suspension in aqueous medium and also reduces their opsonization in biological

environments (for instance cell cultures or bloodstream).

Finally, their abilities as contrast agents were evaluated, by their relaxivities at
1.5 and 9.4 T; and as therapeutic agents, performing measurements of
temperature increase and specific absorption rate (SAR) with very promising

results.

Keywords: Nanotechnology, magnetic nanoparticles, relaxativities, contrast

agents, MRI, magnetic hyperthermia.
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Listado de abreviaturas
ACAC. Acetilacetonado

CMEAF. Campos magnéticos externos de alta frecuencia
DLS. Dispersién dindmica de la luz

EPR. Efecto de permeabilidad y retenciéon aumentada
Hc. Campo cohercitivo

HT. Hipertermia

Mr. Imanaciéon remanente

MRI. Imagen por resonancia magnética

Ms. Magnetizacion de saturacién

NPMs. Nanoparticulas magnéticas

NPs. Nanoparticulas

PEG. polietilenglicol

r_1. Relajatividad longitudinal

r_2. Relajatividad transversal

SAR. Tasa de absorcién especifica

T_1. Tiempo de relajacion longitudinal

T_2. Tiempo de relajacién transversal
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1. Introduccién

1.1. Céncer (;Qué es? Tratamiento actual, problemas de este

tratamiento...)
Se puede describir como ciclo de una célula normal, al conjunto de eventos,
regulados por factores internos y externos, encaminados a la divisién celular.
Cuando una célula envejece o se dana, el ciclo celular se ve alterado, y como
consecuencia, se desencadena un proceso de muerte celular controlada o
apoptosis. Sin embargo, algunas de estas células son capaces de evadir los
procesos reguladores del ciclo celular y adquieren la capacidad de dividirse sin
control, formando en la mayoria de los casos, masas sélidas de células
(tumores). Este estado patolégico se denomina céncer, y la diseminacién de
estas células a otros tejidos distintos al origen por medio del sistema circulatorio

o linfatico, para formar nuevos tumores, metéstasis|[1].

Tejido normal O C

Tumor primario

benigno

Tumor maligno

o metdstasis

Tumor annndnrlw

Fig.1. Fases de la aparicién de un cancer [2].
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La International Agency for Research on Cancer estimé que en el ano 2018 se
diagnosticaron alrededor de 18,1 millones de canceres en el mundo y unos 19,3
millones en el 2020. Las estimaciones a nivel mundial indican que el ntimero de
nuevos casos aumentard en las dos proximas décadas, llegando a los 30,2

millones en el afio 2040.

30.000.000 Mundial, ambos sexos

25.000.000 Mundial
2020 1 19.292.789

20.000.000 . .
2040 | 30.226.151 (+56,7%)

15.000.000

10.000.000

5.000.000

2020 2025 2030 2035 2040

Ano

Fig.2. Incidencia estimada de nuevos casos de cancer en la poblacién mundial en los

afios 2020 y 2040[3].

De igual forma que pasa con la incidencia, se espera un incremento de la
mortalidad en los proximos afios, estimandose en mas de 16 millones en 2040; y
en Espafia se estima que incrementard de 113.000 casos en 2020 a mas de

160.000 en 2040[3).



Numerode casos

" UNIVERSIDAD DE MALAGA

20.000.000 Mundial Espana
2020 |9.958.133 |113.054
2040 |16.300.829 | 160.271
15.000.000
10.000.000 Il MUNDIAL
Il ESPANA
5.000.000 -

2020 2025 2030 2035 2040

Afo

Fig.3. Mortalidad estimada por cancer en la poblacién mundial para los anos 2020 y

2040(3].

La mayoria de los canceres en estadio IV presentan un prondstico con incluso
menos de 2 anos de mediana de supervivencia general, lo que da una idea de su

agresividad y letalidad [4].

Entre los métodos diagnésticos actuales se encuentran las pruebas analiticas (de
sangre, de orina...), pruebas de tejidos a través de una biopsia o citologia y las
pruebas por imagen, siendo estas tultimas una herramienta muy potente y no

invasiva.

Dependiendo de la longitud de onda de la radiacién electromagnética utilizada,
existen diferentes métodos de imagen diagnostica: rayos X en el caso de las
radiografias y la tomografia computarizada, ultrasonidos para las ecografias,
particulas radiactivas para la tomografia por emision de positrones (PET) y
para la tomografia computerizada por emisiéon de fotéon tnico (SPECT) o

campos magnéticos para el caso de la imagen por resonancia magnética

(MRI)[5].
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Entre todas ellas, la MRI se considera la técnica mas versatil, ya que permite
tener informacién tanto anatémica como funcional. En esta técnica los espines
de atomos magnéticos se alinean cuando se encuentran sometidos a un campo
magnético externo. Los espines en este estado empiezan a realizar un
movimiento cénico o de precesion en distinta fase. Al excitar la muestra
mediante la aplicacion de un pulso de radiofrecuencia, desviando el vector de
magnetizacién un cierto angulo respecto al campo externo, los espines precesan
con la misma fase. Una vez retirado este pulso el sistema tiende a volver a la

situacién de equilibrio térmico (Fig. 4).
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Fig.4. Esquema de adquisicion de MRI [6].

La velocidad a la que este hecho sucede estd caracterizada por el tiempo de
relajacién longitudinal (T;), el cual es determinante en la recuperacién de la
magnetizaciéon a lo largo del eje longitudinal z, y por el tiempo de relajacion
transversal (T,), que recoge la pérdida de magnetizacién en el plano xy. Esta
recuperacion hasta el estado basal se traduce en una senal eléctrica, que

posteriormente se codifica a imagen mediante un procesamiento matemaético.
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Aunque se pueden obtener imagenes por MRI con varios elementos quimicos, el
atomo de hidrégeno es el mas utilizado en ambito clinico, ya que es el mas

abundante en el cuerpo.

El contraste que se obtiene en las im&agenes de los distintos tejidos viene
determinado principalmente por diferencias en la concentraciéon del agua en los
tejidos y por los diferentes tiempos de relajaciéon mencionados, ya que estos se

ven afectados por las caracteristicas intrinsecas del tejido [7].

A pesar de que la MRI da como resultado imagenes con buenos contrastes, en
determinadas situaciones es necesario utilizar agentes de contraste (AC), siendo
capaces de disminuir los tiempos de relajacion de los protones cercanos. El
parametro que determina la capacidad de una sustancia como AC para MRI es
la relajatividad, tanto para la magnetizacién longitudinal (r7), como la
transversal (1,)[8]. La relajatividad se calcula como la pendiente del ajuste lineal
de la concentracién frente a la inversa del tiempo de relajacion. El ratio r,/r;
indica la capacidad del material para ser usado como AC en T; o T,. Los valores
mas bajos de 1, /1y (entre 1y 3) se consideran AC tipo T;, los valores mas altos
(> 10) al tipo T,, y los valores intermedios, entre 3 y 10, pueden considerarse

como AC duales [9].

Los AC méas empleados en clinica son los complejos de Gadolinio (Gd) III,
pertenecientes al grupo de AC T; o positivo. Con siete electrones desapareados,
tiene un gran momento magnético (toda carga en movimiento genera un campo
magnético). Pero dado que los iones Gd3* son tdxicos, a menudo, deben ser
complejados con quelatos o estructuras macrociclicas coordinadas con el metal
antes de las inyecciones in vivo. Asimismo, estos son mal captados y retenidos

en las células, ya que su funcionalizacién con biomoléculas resulta compleja y
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por ello, carecen de especificidad diagnéstica. Ademas, tienen un corto tiempo
de circulacion ya que se excreta rapidamente a través de la orina. A pesar de la
utilizaciéon de los macrociclos, hay estudios que demuestran cierta toxicidad,
derivada de la liberacion de los iones Gd?**, y su acumulacién en el cerebro o en
los riniones. Por ello, es necesario el desarrollo de nuevos AC con menor riesgo

de toxicidad y mayor especificidad que superen estos problemas[10][11].

El abordaje terapéutico méas utilizado para combatir el cancer es (no siempre en
este orden): reseccibn quirtirgica, radioterapia y terapia  sistémica

(quimioterapia, inmunoterapia...).

La reseccién quirdrgica es imposible en determinados casos, ya que se provocaria
la muerte instantanea del paciente. La radioterapia consiste en el uso de rayos
X u otras radiaciones con alta energia para destruir, asi, las células cancerosas.
El problema es que esta radiacién no solo destruye y ralentiza el crecimiento de
las células cancerosas, sino que, también afecta a las células sanas de los tejidos

que interaccionan con la radiacién[12].

Por otro lado, la inmensa mayoria de farmacos utilizados para terapia sistémica
en ambito clinico, tienen como objetivo interferir el ciclo celular de las células
tumorales, y por lo tanto, evitar su divisién celular descontrolada. Sin embargo,
estos farmacos no estan dirigidos contra dianas celulares especificas, y por lo
tanto, presentan un grave problema, afectando de igual forma a las células
sanas, que se dividen utilizando el mismo mecanismo que las células tumorales
[13]. Ademads, estos farmacos deben atravesar una elevada cantidad de barreras

biolégicas (filtrado renal, eliminacién hepatica, etc).
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En consecuencia, las principales aproximaciones terapéuticas actuales, presentan
graves efectos secundarios, derivados de las elevadas dosis que se han de
administrar para conseguir concentraciones terapéuticas en los tumores,
principalmente, por su falta de selectividad. De esta forma, es necesario buscar
nuevos métodos terapéuticos mas efectivos, que puedan incrementar la

supervivencia de los pacientes y mejorar su prondstico actual[14].

1.2. Nanotecnologia y nanomedicina

Las caracteristicas estructurales y electronicas de un material determinan sus
propiedades fisico-quimicas y por consecuencia, las propiedades magnéticas,
mecanicas, Opticas y cataliticas, variaran en funcién del tamafio del material.
Por ello, las propiedades fisicas de las particulas que se observan en un sélido de
tamafio macroscopico son muy distintas a diferentes escalas, incluso teniendo la

misma composicién quimica [15].

La nanotecnologia fue descrita por primera vez en 1959 por el Pf. Dr. Richard
Feynman, premio Nobel de Fisica en 1965 [16], y se puede definir como la
investigacion y desarrollo tecnolégico a nivel atémico, molecular y
supramolecular de materiales con al menos 1 de sus dimensiones en la escala
nanométrica [17]. Al disminuir un material a escalas nanométricas, de 1 a 100
nm, se origina un aumento en proporciéon de los atomos de la superficie con
relacién a los que se encuentran en el interior del material. Esto provoca que
haya una mayor superficie de contacto del material con el entorno y una mayor
reactividad quimica, ya que aumenta el niimero de 4tomos insaturados con una
coordinacion no satisfecha y por tanto inestables y con gran tendencia a

combinarse [18]. Asimismo, estos dtomos de superficie presentan una simetria

8
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local distinta y por consecuencia, una anisotropia magnética diferente [15].
Otros efectos derivados del tamano nanométrico son el incremento de las fuerzas
de atraccion Van der Waals o el confinamiento cuantico en una direccion
determinada [19]. Este confinamiento cuédntico, conlleva ademds variaciones de
la densidad de estados al nivel de Fermi y por consecuencia, de las propiedades

magnéticas intrinsecas de los materiales [15].

La nanomedicina es una rama de la nanotecnologia que proporciona aplicaciones
directas en medicina [20]. Basidndose en las nuevas propiedades de los materiales
a estas escalas y aprovechando que el tamano “per se” de estos poseen las
mismas dimensiones de entidades bioloégicas con funciones relevantes
(anticuerpos, receptores de membrana, etc), permite realizar terapias avanzadas
de enfermedades desde el interior del organismo a un nivel celular o molecular

[21][22]. Esta ciencia agrupa 3 grandes éareas [23]:

- Nanodiagnéstico: Consiste en el desarrollo de nanosistemas de anélisis
para la deteccién de enfermedades, ya sea in vivo o in vitro.

- Nanoterapia: Cuyo objetivo es proporcionar nuevas terapias avanzadas
mediante nanosistemas.

- Nanomedicina regenerativa: Tiene como objetivo la reparacion o
sustitucién de tejidos/érganos danados mediante herramientas

nanotecnologicas.

1.3. Nanomateriales magnéticos
El comportamiento magnético es un fenémeno fisico por el que los materiales

ejercen fuerzas de atraccién o repulsion sobre otros materiales. Esto se origina

9
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por el movimiento de los electrones el cual, se puede generar de dos formas
distintas: por su movimiento orbital alrededor del nicleo, es decir por un
movimiento de traslacion, o bien, por un movimiento de rotaciéon del propio
electron sobre su eje. Este tultimo, crea los dipolos magnéticos en la estructura
de la materia. Por este hecho, se puede pensar en un material magnético como
un conjunto de dipolos magnéticos, que forman una regiéon imantada cada uno
con su polo norte y sur, dando lugar a dominios magnéticos orientados

aleatoriamente, en ausencia de campo magnético externo [24].

Segun las caracteristicas electrénicas de los atomos que forman un material, su
reaccion a campos magnético externo es diferente, y puede medirse utilizando
curvas de magnetizacién o de histéresis, y por lo tanto pueden clasificarse, como

se observa en la Figura 5.

M
M
MS "
= Ferromagnetismo
™3 Paramagnetismo
H ——  Superparamagnetismo

Fig.5. Curvas de magnetizaciéon para cada tipo de material.

En un material ferromagnético los dominios se orientaran en la misma direccion
que el campo magnético aplicado, reforzandolo. En este caso su imanacion
aumenta hasta alcanzar un valor maximo, donde quedando el material queda
saturado magnéticamente (magnetizacion de saturacién (Ms)), ya que todos los

momentos magnéticos han sido alineados. La caracteristica de estos dominios es

ERV)
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que, una vez retirado el campo externo aplicado, la mayoria quedan orientados
en la direccion de este y no vuelven a su estado original, es decir, la imanacion
decrece, pero manteniendo un valor residual llamado imanacién remanente
(Mr). Finalmente, la coercividad (Hc) puede definirse como, el campo magnético

necesario para anular la imanacién de estos materiales [25].

Por el contrario, los materiales paramagnéticos presentan electrones que se
orientan al aplicar un campo magnético en la misma direccién que este, pero en
este caso, no hay comportamiento magnético remanente cuando se elimina. Otro
tipo de materiales son los superparamagnéticos, los cuales presentan una Ms
similar a los ferromagnéticos, pero, sin embargo, tienen una Mr muy baja
(practicamente 0) y baja coercitividad. Si se reduce lo suficiente el tamano de
un material ferromagnético (a escala nanométrica), estos materiales pasan a
tener dominios magnéticos simples y, como consecuencia, comportase como
materiales superparamagnéticos [26][27]. Cabe resaltar que, por su escasa Mr,
las NPs superparamagnéticas son muy atractivas para aplicaciones biomédicas,
ya que el riesgo de formacién de aglomerados que pudieran formar trombos

sanguineos, realizando una administracién intravenosa, es minimo [28][29].

A L &9 @ .
& $o Mutti
) L . .
gL 1o domain

&
g

Coercitivity

Nanoparticles radius
Fig.6. Variacién del campo coercitivo en funcién del tamano de la particula[30].
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Dentro de la nanomedicina, las nanoparticulas magnéticas (NPMs) han surgido
como plataformas de interés para el diagndstico y/o tratamiento de multitud de
enfermedades[31]. Como se ha mencionado anteriormente, el comportamiento de
una NPM puede ser disenado mediante el control de su tamano y la forma,
entre otros parametros, mediante variaciones en el proceso sintético, como por

ejemplo, los sufractantes o disolventes escogidos [32].

La sintesis de NPMs es un proceso complejo, del cual existen aun bastantes
incognitas. A pesar de esto, es bastante aceptado por la comunidad cientifica el
mecanismo propuesto por LaMer, donde se establece que, para la formacion de
NPs tienen que darse dos procesos principales: la nucleaciéon y el crecimiento.
Antes del proceso de nucleaciéon, los reactivos se mezclan y reciben un aporte de
energia. Cuando se alcanza la concentracién de saturaciéon de las especies
precursoras, se produce la nucleaciéon. Una vez finalizado este proceso, la
concentraciéon de precursores en disoluciéon disminuye, mientras que comienzan
fenémenos de difusion de estos en la superficie de los ntucleos ya formados,

dando lugar al crecimiento [33].

A
Sobresaturacion critica limitante
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Fig.7. Diagrama de LaMer para la sintesis de NPs [34].
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Existen, principalmente, dos procedimientos de sintesis de NPMs de é6xido de
hierro: 1) la sintesis por descomposicién térmica de los precursores y 2) la

sintesis por coprecipitacion.

1) En el caso de la sintesis por descomposicién térmica, los precursores
organicos de hierro, disueltos en un disolvente apolar y con una
proporcion adecuada de surfactantes, se llevan a altas temperaturas. Este
método permite seleccionar (mediante la eleccién del disolvente de la
reaccion, la relacién hierro-surfactante, la concentracién inicial de los
reactivos o la temperatura de estabilizacién de la reaccién) el tamano y la
forma de las NPMs. No obstante, el rendimiento de este tipo de sintesis
es bajo y la interaccién con los surfactantes hace que las NPMs adquieran
un caracter apolar, que impide sus aplicaciones biomédicas, y por lo
tanto, se debera realizar un paso extra para poder transferirlas a agua

135[36].

3%+ en relacién

2) Para la sintesis por coprecipitacién, los iones Fe?* y Fe
molar 1:2, precipitan cuando el pH de la disolucién se cambia a
bésico, por la adicién de una solucién béasica (por ejemplo, hidréxido
de sodio), formando el ntcleo de 6xido de hierro. A diferencia del
método anterior, los precursores metalicos son inorganicos, como
pueden ser cloruros, sulfatos, nitratos o percloratos. Este método
permite producir NPMs a gran escala y con caracter hidrofilico sin

necesidad de tratamientos post-sintesis. Sin embargo, el control sobre

el tamafio y la homogeneidad de este no es adecuado.

En concreto, las NPMs mas utilizadas y descritas son de magnetita u 6xido de
hierro (III) (Fe;0,) debido a su estabilidad quimica, su alta biocompatibilidad y

sobre todo, su alta susceptibilidad magnética [37]. Son muy interesantes en
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aplicaciones diagnésticas ya que son excelentes AC para MRI y, asimismo, no
presentan las limitaciones descritas anteriormente para los AC que se emplean
cominmente en ambito clinico. En terapia, las NPMs son utilizados en una
amplia variedad de procesos como: liberacion controlada de farmacos, vehiculos

para terapia génica y para el tratamiento por hipertermia magnética [22].

1.4. Direccionamiento de NPs

A pesar de las excelentes propiedades que poseen las NPMs, como AC y agentes
terapéuticos, hay otras variables esenciales que se han de tener en cuenta para
su aplicaciéon in wvivo. De esta forma, la funcionalizaciéon, el tamano
hidrodinamico, la carga neta global y la carga mas externa de la superficie,
determinan en gran medida la distribuciéon in wvivo de las particulas y, son
fundamentales para incrementar los tiempos de circulacion en el torrente

sanguineo y reducir su acumulacién en tejidos no deseados[38][39].

En los tejidos tumorales existe un entramado de vasos sanguineos desordenado y
un pobre drenaje linfatico. Esto propicia un proceso mediante el cual, cuando
una nanoparticula es administrada de forma intravenosa, se produce una
acumulacién progresiva a lo largo del tiempo dentro del tumor. Este proceso se
denomina como efecto de permeabilidad y retencién aumentada (Enhanced
Permeability and RetentionEffect, EPR)[17]. Este tipo de acumulacién de los
nanosistemas ocurre por difusion pasiva y se pueden alcanzar concentraciones de

hasta 10 veces mas altas en el tumor que en el tejido sano.

Debido a su versatilidad quimica, los nanosistemas también pueden ser

funcionalizados en su superficie con moléculas como péptidos, proteinas y

14



0

UNIVERSIDAD DE MALAGA

anticuerpos, capaces de reconocer selectivamente una biomolécula especifica de
las células tumorales. Por lo tanto, se dirigird y acumulara, mediante una
acumulacién activa, en el tejido tumoral donde deberd realizar su actividad

terapéutica [13].

1.5. Hipertermia
La aplicacion de NPMs en hipertermia (HT), fue descrita por primera vez en

1957 por el Dr. Gilchrist, utilizindolas para el tratamiento de tumores sélidos.

La HT se puede definir como una aproximacion terapéutica clinica, basada en la
elevacion local de la temperatura, en un tejido que sufre una alteraciéon de su
funcionamiento normal, leve o grave [15]. Por ejemplo, cuando una célula
alcanza temperaturas entre 41-46°C, se produce un estrés mediante la
activacion de procesos extra e intracelulares que conducen a la
desnaturalizaciéon proteica o al entrecruzamiento erréneo de las hebras de

DNA, dando lugar a la muerte celular por apoptosis[40].

Hay diversas aplicaciones de la HT como el caso de la ablacién térmica en el
ambito quirturgico que se ha utilizado en el tratamiento de diferentes patologias

como la hiperplasia benigna de préstata; o la diatermia [41].

La aplicacion de HT en terapias contra el cancer se basa en que las células que
conforman un tumor sélido son mas sensibles a cambios de temperatura. Esta
situacion se debe a la desorganizacion de su tejido vascular y a que poseen un
drenaje linfatico deteriorado, como se ha mencionado anteriormente. De hecho,
se ha descrito que un calentamiento local en el tumor hasta 43-45°C. da lugar a
una disminucién en la tasa de flujo sanguineo y cambios en los niveles de pH

a nivel tisular, en la perfusién y oxigenacién del microambiente tumoral [42].
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Para conseguir estos incrementos de temperatura, se pueden usar diferentes
fuentes de energia como por ejemplo microondas, radiofrecuencias, ultrasonidos

y campos magnéticos alternos.

La transformacion energética magnetismo—calor, se origina en la pérdida de
potencia de materiales sometidos a campos magnéticos alternos. La pérdida
total de potencia se compone de tres partes: 1) pérdida por histéresis, 2)
pérdidas residuales (debido a la relajacion Browniana y relajacién de Néel) y 3)

pérdidas por corrientes de Foucault [43].

1) Las pérdidas por histéresis vienen determinadas por la siguiente ecuacion:

+Hmax
A= j woM(H)dH

Hmax

Donde M es la magnetizacion y H es el campo magnético aplicado.

2) Respecto a las pérdidas residuales, la relajacién de Néel viene determinada

por la ecuacion:

KqV
TN - ToeKBT

Donde Ka es el coeficiente de anisotropia, V el volumen de la particula, Kz la
constante de Boltzmann y T la temperatura. Mientras que la relajacion

Browniana viene dada por la ecuacién:

_ 47‘[ng
BT KT

Donde Hp es el diametro de la NP en el fluido y J2es la viscosidad en el fluido.
Con estos dos componentes, el tiempo de relajacion efectivo se define como:
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TnTp

T=——
TN+TB

3) Las pérdidas por corrientes de Foucault vienen determinadas por:
— 2 42,2
W, = K,Bt2f2V

DondeKe es el coeficiente de cada material, Bmes el maximo de densidad de

flujo, t es el espesor del material, f es la frecuencia y V el volumen del material.

Cabe destacar, sin embargo, que en NPMs superparamagnéticas, las pérdidas
por histéresis y por corrientes de Foucault son despreciables, y por lo tanto, la
generacion de calor vendria determinada principalmente por las pérdidas

residuales.

Néel v
Relaxation
Brownian =

elaxatidn

H
AMF
00
H

Fig.9. Mecanismos de relajacién de Néel y de Brown|[44].

Cabe senalar, que la generaciéon de calor mediante la aplicaciéon de campos
magnéticos externos de alta frecuencia (CMEAF) presenta grandes ventajas, ya
que disminuye los efectos secundarios sobre el tejido sano, debido a que la
accion del calor se produce sélo en la zona de acumulacién de las NPMs [43].
Ademas, los CMEAF no son absorbidos por los tejidos y, por lo tanto, se puede

aplicar en regiones profundas del cuerpo. Sin embargo, hay que tener en cuenta
17
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los estudios de impedancia bioeléctrica que describen que el rango total de
frecuencias resonantes del cuerpo humano es de 62 a 68 Hz
aproximadamente[45] y que el cdncer es vulnerable entre las frecuencias 100 kHz
y 300 kHz[46]. Asimismo, se establece un maximo de campo magnético alterno
para aplicaciones biomédicas donde el producto de la intensidad de campo

magnético (H) por la frecuencia (f) debe ser H * f<5 * 10°.

La capacidad de calentamiento de las NPMs sometidas a CMEAF, se expresa
mediante la tasa de absorcién especifica (SAR), la cual es una medida de la

energia absorbida por unidad de masa del material (W/g).
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2. Objetivos

Objetivo general del proyecto:

En el presente trabajo se van a sintetizar nanoparticulas de 6xido de hierro, por
dos métodos de sintesis y diferentes precursores metalicos, para optimizar sus

capacidades para el terandstico tumoral.
Objetivos especificos del proyecto:

e Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro por co-precipitacion de
precursores comerciales. Se procedera a optimizar el tamafio y la forma, a los

previamente descritos como 6ptimos.

e Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro por descomposiciéon térmica de
precursores tanto comerciales como preparados en el laboratorio. Se procedera a

optimizar el tamano y la forma, a los previamente descritos como 6ptimos.

e Sintesis de ligandos PEGilados adecuados, que permitirdn, mediante un
procedimiento de intercambio de ligando, la estabilidad en medios acuosos de las

nanoparticulas sintetizadas.

e Caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas obtenidas: Microscopia

electrénica (TEM), dispersién dindmica de luz (DLS).

e Caracterizacion magnética de las nanoparticulas mediante: relaxometria en
dos campos magnéticos diferentes, evaluaciéon de su incremento de temperatura

por hipertermia magnética.
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3. Materiales y metodologia

En este apartado se describen los materiales necesarios, las técnicas empleadas
para la obtencion los precursores metalicos, las NPMs y su funcionalizacion,
permitiendo su uso en un ambiente fisiologico y los procedimientos de

caracterizacion fisico-quimica y magnética.

3.1. Materiales

Los reactivos empleados durante el transcurso de la fase experimental fueron
obtenidos de distintas casas comerciales (Sigma-Aldrich®, Acros Organics®,
Fisher Scientific® y Alfa-Aesar®). Estos se emplearon tal y como se reciben del

distribuidor, sin realizarles ningin tratamiento especifico.

Se emplearon como reactivos de sintesis: Cloruro de Hierro (III), Cloruro de
Hierro (II), Hierro acetil acetonado (ACAC), acido oleico, polietilenglicol, acido

galico, diciclohexilcarbodiimida (DCC) y trietilamina (TEA).

Los disolventes que se emplearon fueron agua ultrapura milliQQ, 1-octadeceno,
acetona, etanol, tolueno, cloroformo, tetrahidrofurano (THF) y diclorometano

(DCM)

A continuacién, se nombran las sintesis llevadas a cabo. En la Tabla 1 se
detallan los precursores utilizados para cada una de ellas, las cantidades de cada

reactivo y las condiciones de temperatura (T?):

- Sintesis A: Coprecipitacién de los iones Fe?* y Fe3*.

- Sintesis B: Descomposicion del oleato de hierro con rampa de
temperatura a 3 °C.

- Sintesis C: Descomposicion del oleato de hierro con rampa de

temperatura a 1 °C.
20



" UNIVERSIDAD DE MALAGA

- Sintesis D: Descomposicién del acetil acetonado(ACAC) con rampa de

temperatura a 3 °C.

- Sintesis E: Descomposicién del ACAC con rampa de temperatura a 1 °C.

Precursor Cantidad Acido 1- Rampa de
Fe de Fe Oleico Octadeceno temperatura

Sin. A FeCl, 1.14 g/ 0.42
/FeCl, g

Sin. B Fe(Oleato); 09g¢g 0.142 ¢ 20 ml 30-320
°C(3°C/min)
y 1h a esta
T&

Sin. C  Fe(Oleato); 09g¢g 0.142 ¢ 20 ml 30-320
°C(1°C/min)
y 1h a esta
T&

Sin. D  Fe(ACAC); 09¢g 0.142 g 20 ml 30-320
°C(3°C/min)
y 1h a esta
T&

Sin. E =~ Fe(ACAC); 09¢g 0.142 g 20 ml 30-320
°C(1°C/min)
y 1h a esta
T&

Tabla 1. Reactivos, cantidades y condiciones de T? para realizar las sintesis.

3.2. Sintesis de los precursores metalicos

A pesar de que en muchos procedimientos sintéticos de NPs de éxido de hierro
se utilizan precursores comerciales, en determinadas sintesis se utilizan

precursores que deben de ser sintetizados previamente. Por ejemplo, el
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acetilacetonato de hierro (Fe(C5H702)3;) es un precursor comercial, mientras

que el oleato de hierro (Fe(C1gH330,)3) sera sintetizado “de novo”.

Para sintetizar el oleato de hierro se anadieron 5,4 g de cloruro de hierro
(FeCl;) y 18,25 g de oleato de sodio (CygHs3NaO,) en un matraz de fondo
redondo con capacidad para 250 ml. Esta mezcla se disolvié en 40 ml de etanol
(C,HsOH), 30 ml de agua destilada (H,0) y 70 ml de hexano (C¢H;4). Esta
mezcla se mantuvo durante 4 horas a reflujo de hexano (~ 60 °C) y en
condiciones de atmosfera inerte. Esto tltimo significa que la reacciéon se da en
una atmosfera libre de oxigeno y humedad con el objetivo de evitar oxidaciones
o descomposiciones de reactivos y productos. Para ello, se sustituye el aire

atmosférico del interior del matraz de reaccién por un gas inerte (nitrégeno).

Transcurrido dicho tiempo, se obtuvo un liquido que se separaba en dos fases,
una acuosa en la parte inferior y otra organica en la parte superior, la cual
contiene el oleato de hierro (Fig. 5). Mediante un embudo de decantaciéon se
realizaron 3 lavados con agua de la fase organica. Posteriormente se evapord el

hexano y se obtuvo el oleato de hierro puro.

Fig.10. Fase acuosa y fase organica superior donde se encuentra el oleato de hierro.
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3.3. Sintesis de las nanoparticulas magnéticas

3.3.1. Sintesis por descomposicién térmica de precursores

En este trabajo se utilizaron 0,9 g del oleato de hierro (Fe(CigH330;)3)
sintetizado previamente como precursor; 0,142 g de &cido oleico (CigH3,0;)
como surfactante y 20 ml de 1-octadeceno (C;gHsg). Posteriormente se repitié
esta sintesis cambiando el oleato de hierro por el acetilacetonato de hierro

(Fe(C5H702)3), utilizando el mismo proceso que se describe a continuacion.

Se elevé la temperatura de la solucion desde los 23°C hasta los 230°C siguiendo
dos rampas de calentamiento constante: una de ellas de 1°C por minuto y la
otra de 3°C por minuto. El cdédigo desarrollado para controlar este incremento
de temperatura serd descrito en los anexos. Una vez alcanzada la temperatura,

se mantuvo durante 1 hora la reaccién.

Posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se realizé un proceso
de lavado, en el que se anadié una mezcla de acetona (C3Hg0) y etanol (C,HsOH)
en una proporciéon 1:1 y se centrifugé a 8.000 rpm durante 20 minutos, para
hacer precipitar las NPs. En la figura 11 se puede observar el estado de las
NPMs antes y después de ser centrifugadas. El sobrenadante se desecha y se

repite el proceso, hasta observar un sobrenadante transparente.
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a) b)

Fig.11. a) Muestra antes de ser centrifugada. b) Precipitacion de las NPs después

de centrifugacion.

Finalmente, las particulas fueron resuspendidas en tolueno. Al no ser estables en
medios acuosos por su caracter hidrofobo, es preciso un proceso de intercambio

de ligando posterior.

3.3.1.1. Controlador de temperatura mediado por Arduino
La rampa de temperatura de la reacciéon se aplicé al matraz que contenia los
reactivos por medio de un termoagitador magnético. Este proceso estaba

automatizado mediante un sistema de control programado por Arduino.

Arduino es una plataforma de desarrollo que se basa en una placa electrénica de
hardware libre la cual incorpora un microcontrolador re-programable y una serie
de pines que permiten establecer conexiones mediante el microprocesador y

diferentes sensores y actuadores que pueda haber en el sistema [47].
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Se parti6 del cbdigo ya creado (ver Anexo I) por el ingeniero de Bionand, donde
la funcién principal del programa consistia en ir subministrando temperatura a
la placa termoagitadora. Este suministro se daba mediante pulsos discretizados

a 0,1°C/pulso con una duracién de 200 milisegundos por pulso.

Se propuso la introduccion de un sensor que tomara el dato de la temperatura
en el fluido para un mayor control sobre el sistema (ver Anexo II). Se definieron
las entradas y salidas del controlador: Salida en el pin digital 8 al calentador
mediante un relé, salida instalada en la misma placa de un LED que indicaba si
este calentador estaba activado, y entrada en el pin 9 para el sensor de
temperatura, en este caso, un LM35 de senial analdgica. Con estos tres elementos
se generaba un sistema de calentamiento con un sistema de control mediante un

feedback loop negativo en la estabilizaciéon de temperatura de tipo ON/OFF.

El programa trabajaba con 4 variables principales que debian ser introducidas
por el usuario desde un PC conectado al controlador Arduino: la temperatura
inicial, la temperatura final a la que se estabilizara el termoagitador, el tiempo
en el que se quiere que se llegue a ésta y por 1ltimo, el tiempo de

mantenimiento a esta temperatura final.

A continuacién, se calcularon las variables necesarias para el funcionamiento del
programa; diferencia de temperatura a alcanzar, pendiente de la rampa de
calentamiento a alcanzar, tiempos entre los pulsos, y total de pulsos del
calentamiento. Cuanta menos separaciéon haya entre pulsos, mas pulsos por
minuto, por lo que la pendiente de la rampa serd mas grande alcanzando antes

la temperatura deseada.

El sensor, ademés de permitir generar un feedback loop, permitia generar

funciones de seguridad en el sistema. En caso de no obtener valores parecidos a
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los esperados por el controlador y la rampa generada, ya bien sea por una averia
del calentador o del propio sensor, el sistema generaria un aviso y apagaria el
aparato para ser reparado. Ademas, se anadié una fase de precalentamiento, que
encenderia el calentador hasta llegar al valor inicial deseado percibido por el

Sensor.

3.3.2. Sintesis por coprecipitacion de sales de hierro

En esta experiencia se anadieron en un matraz 1,14 g de FeCl;, 0,42 g de
FeCl,, 5 ml de H,0 y 50 ul de HCl cuya concentraciéon es 2 M. Cuando los

reactivos se encuentran bien disueltos, se adicionan 9 mL de NaOH 2 M.

Posteriormente, los reactivos que no han reaccionado, son lavados mediante
centrifugacion de la muestra a 4000 rpm durante 20 minutos con los filtros
“PALL”, de tamano de poro 100 kDa. Este proceso se repitié hasta que el

filtrado fue transparente.

3.3. Sintesis del ligando para estabilizaciéon en medios acuosos

Tras la obtenciéon de las NPMs, es necesario que sean estables para poder
usarlas en aplicaciones biomédicas. Por ello, las NPMs sintetizadas por
descomposicién térmica son funcionalizadas con un ligando basado en &cido
galico- polietilengricol. Mediante un enlace ester, utilizando DCC como

catalizador de la reaccién (Figura 12).

26



" UNIVERSIDAD DE MALAGA

O \

HO ‘ ‘
OH [ LOJ _H
B 'H | @)

HO n

OH
Acido galico Polietilenglicol
0 0
)kOH + 7oH — )ko/\ + H0
Reacciona grupo carboxilo e hidroxilo Formacion éster y agua

Fig.12. Reaccion de esterificacion.

En la Figura 13 se muestra la estructura final del ligando.

OH
HO

(0]

Fig.13. Estructura quimica del ligando gallol-PEG-OH

En un matraz se anadieron 4,41 g de PEG, 0,24 de acido galico y 0,035 g de 4-
dimetilaminopirimidina (C,H;oN,, DMAP TMP) como precursores y se
disolvieron en 50 ml de tetrahidrofurano (C,HgO, THF) en una atmosfera de

nitrogeno (N5).

Se prepar6 una segunda  disolucién compuesta por 1,5 g de
diciclohexilcarbodiimida (C;3H,,N,, DCC) disuelto en 7 ml de THF. Esta se fue
anadiendo en un bano de hielo y gota a gota, ya que la reaccion de esterificacion

es exotérmica, y en agitacion constante. Como subproducto de la reaccion se
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obtuvo urea, que debi6 ser eliminada mediante filtrado de la solucion final.

Utilizando el rotavapor se eliminé el THF, obteniéndose asi el ligando.

a) b)

Fig.14. a) Filtracién de la urea. b) Eliminacion del tetrahidrofurano mediante el

rotavapor.

3.4. Intercambio del ligando

Para realizar este proceso, se disuelven, en un vial de vidrio, 300 mg del ligando
gallol-PEG-OH en 1 ml de cloroformo (CHCl3). Una vez disuelto, se anaden 5 ml
de tolueno (C,Hg), 100 nl de trietilamina (C4H5N, TEA) y 1 ml de las NPMs
sintetizadas. Estas suspensiones coloidales se sometieron a ultrasonidos durante

1 hora y, posteriormente, se mantuvieron a 50 °C durante 4 horas.
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Finalmente, se purificaron las NPMs mediante el proceso descrito anteriormente
para las NPMs sintetizadas mediante co-precipitacion. Este proceso se repitié
hasta observar un filtrado transparente, indicativo de que se habia eliminado

todo el ligando libre, el cual puede ser toxico.

3.5. Caracterizacion fisico-quimica

En este apartado se describiran las técnicas seguidas para la caracterizacion
fisico-quimica de las NPMs tras su sintesis y su funcionalizacién, para
seleccionar las Optimas para alcanzar los objetivos propuestos en el presente

proyecto.

3.5.4. Recursos tecnoldgicos empleados

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION (TEM)

La microscopia TEM permite visualizar la morfologia de las particulas y su
distribucién de tamanos. Esta técnica se basa en la aplicaciéon de un haz de
electrones con alta energia a través de la muestra. Parte de esos electrones
atravesaran la muestra, mientras que otros impactaran en ella. Finalmente,

un detector permitird reconstruir la imagen de estas interacciones.

Las muestras se analizaron en la unidad de microscopia electréonica de Bionand.
El microscopio utilizado es el Tecnai G2 20 TWIN (FEI ®) operando a un
voltaje de aceleracion de 100 kV. Para la preparaciéon de las muestras, se toméd
una gota de la disolucion de las NPMs con una pipeta Pasteur, se depositd sobre

una rejilla de cobre revestida de carbono y se dejo evaporar el disolvente.
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Para el analisis de las imagenes se utiliz6 el software ImagelJ, mediante el cual
se realizo la medida del diametro de al menos 100 NPMs. Posteriormente, se

calcul6 su media y su desviacion estandar utilizando el Excel.

DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

Esta técnica utiliza un laser para medir el movimiento Browniano (interaccién
de particulas de pequeno tamano en suspensién con moléculas del disolvente),
mediante fenémenos de dispersion de luz.

Las medidas se realizaron en Bionand, utilizando un equipo Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern®), y cubetas de plastico ZEN 0118. Estas medidas,

proporcionaron los valores del tamanio hidrodindmico de las NPMs.

ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA ACOPLADO

INDUCTIVAMENTE (ICP)

La presente técnica tiene una gran sensibilidad y es capaz de determinar de
forma cuantitativa los elementos que tengan un potencial de ionizacién menor
que el del argéon a concentraciones muy bajas, en un rango lineal de 6 6rdenes
de magnitud (ng/L - mg/L). Esta metodologia consta de dos pasos: 1) generar
los iones mediante el de plasma acoplado inductivamente y 2) deteccién de estos
iones mediante un espectrometro de masas. Con esta técnica se determiné la
concentracion de hierro en las muestras, necesaria para los procesos de

caracterizacién magnética.

Las muestras se enviaron a analizar a los servicios centrales de investigacion

(SCAI) de la Universidad de Malaga.
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RELAXOMETRIA

Esta técnica permite evaluar la capacidad como AC para MRI de coloides

magnéticos.

La relajatividad transversal in vitro (r,) se calcula como la pendiente de la
recta obtenida a partir de la representaciéon de la concentracion de NPMs
frente a la inversa del tiempo de relajaciéon (T,). Se utilizaron
concentraciones de NPMs en el rango 2-0.125 mM. El T, se midi6 en
condiciones fisiolégicas (310 K), en dos campos magnéticos diferentes: 1.4
T, utilizando el relaxémetro Minispec (Bruker) y 9.4 T, utilizando el quipo
MRI Biospec (Bruker). Para efectuar las medidas de T, a 1.4 T se utiliz6
la secuencia Carl-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). Para realizar las
medidas de T, a 9.4 T, se empledé un resonador de jaula en cuadratura de
40 mm, con gradientes de campo de 400 mT/m. Se utilizé una secuencia
CPMG de 64 ecos (valores TE de 7.5 ms a 640 ms). Las regiones de
interés (ROI) se dibujaron en la primera imagen de la secuencia de
imagenes y los valores de intensidad extraidos y ajustados a las siguientes

ecuaciones:

—TR

M,(t) = Moy(1—eTr)

-TE

M = 1‘406T

xy
Donde M, y M,, son las intensidades de la senial en el tiempo TR o TE, y

M, es la intensidad de la senal en el equilibrio.

Las muestras se analizaron en la unidad de Nanoimagen de Bionand.

31



0

UNIVERSIDAD DE MALAGA

HIPERTERMIA MAGNETICA

Esta técnica cuantifica el incremento de temperatura de un coloide magnético
sometido a un campo magnético de alta frecuencia mediante una sonda de

temperatura.

Estos experimentos se llevaron a cabo en el aparato D5 series de nanoScale
Biomagnetics, equipado con una sonda especifica para suspensiones coloidales
y el software de andlisis MANIAC, que permite el calculo del SAR

automaticamente. Se realizaron 2 tandas de medidas:

- Fijando la densidad de flujo magnético a 304 gauss y utilizando 3

frecuencias diferentes (145.2, 346.3 y 761.1 kHz).

- Fijando la densidad de flujo magnético a 580 gauss y fijando la

frecuencia a 145.2 kHz.

El registro de la temperatura se comienza sin aplicar el campo magnético. A
los 30 segundos, se comienza a aplicar el campo magnético, con los parametros
indicados anteriormente. Tras 5 minutos, se deja de aplicar el campo
magnético, manteniendo el experimento durante 30 minutos méas para obtener
la recuperacion de temperatura al estado basal. Para comprobar la estabilidad

térmica de las NPMs, se repite este proceso 4 veces.

Las muestras se analizaron en Bionand.
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4. Resultados y discusién

En este trabajo se realizaron distintos métodos sintéticos de NPMs, para evaluar
como afectan diferentes factores, tales como: método de sintesis, precursor
metélico y la rampa de temperatura utilizada (estos ultimos en el método de
descomposicién térmica), al tamano, forma y homogeneidad de las NPMs. Como
se comentd anteriormente, estas caracteristicas van a determinar su posible

aplicacion como AC para MRI e hipertermia.

4.1. Microscopio Electrénico de Transmisién (TEM)

Mediante esta técnica se evalué la morfologia de las NPMs y su homogeneidad.
Las imagenes TEM de la muestra obtenida mediante coprecipitacion, indican
unos agregados de nanoparticulas con tamanos heterogéneos. La ausencia de
compuestos organicos durante este tipo de sintesis, impide un control adecuado
del crecimiento de los ntcleos, y no permite evitar la agregacién por
impedimento estérico (Figura 15 a). En cambio, el método de descomposicién
térmica permite un control adecuado del crecimiento de las nanoparticulas, y,
por lo tanto, son mucho méas homogéneas. Las imagenes TEM de la muestra
sintetizada con el precursor oleato de hierro y utilizando una rampa de
calentamiento de 3 °C, muestra nanoparticulas de forma esferoidal, con un
tamafio homogéneo de ~10 nm (Figura 15 b). Cuando se cambia la rampa de
calentamiento a 1 °C, con el mismo precursor metalico, se obtienen
nanoparticulas cubicas de *30 nm, y ligeramente heterogéneas (Figura 15 c¢). Si
lo que se varia es el precursor metalico, se obtienen nanoparticulas de forma
globular y con una distribucién heterogénea de tamanos cuando se utiliza una

rampa de calentamiento a 3 °C(Figura 15 d), mientras que con la rampa de
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calentamiento de 1 °C, se mantiene la forma globular y la distribucién de
tamarfio se hace mas homogénea (Figura 15 e). Ademas, cabe destacar, que estas
nanoparticulas, al estar funcionalizadas con el ligando gallol-PEG-OH, se
presentan dispersas, por el impedimento estérico. Estos resultados se presentan
de forma resumida en la tabla 2. Por lo tanto, basdndonos en estos resultados, el
precursor metalico afectaria, principalmente, a la forma de la nanoparticula,
mientras que un incremento en la rampa de temperatura daria lugar a
nanoparticulas mas grandes. Dada la heterogeneidad mostrada por las sintesis

D, esta se descarta para el resto de los experimentos.

Fig.15. Caracterizacion de las NPMs mediante TEM a escala 200 nm para las

imégenes generales, exceptuando la a) que se encuentra a 500; y 50 nm para las de

detalle. a) Sintesis A. b) Sintesis B. ¢) Sintesis C. d) Sintesis D.
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Muestra Forma Diametro Distribucién de
NPs(nm) tamainos
Sintesis A Muiltiple N.D. N.D.
Sintesis B Esferoide 10,53 £ 1,76 Homogénea
Sintesis C Cubica 28,26 £ 9,04 Ligeramente
heterogénea
Sintesis D Globular 47,29 + 23,30 Hoterogénea
Sintesis E Globular 49,18+ 7,48 Homogénea

Tabla 2. Tabla resumen de la caracterizacion por TEM de las diferentes NPMs.

4.2. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

El tamano del niicleo condiciona céomo los ligandos van a interactuar, pero en lo
referente a aplicaciones biomédicas, el tamafio hidrodindmico en medios acuosos
determinara su interaccion celular, ya sea in vitro o in vivo. Como ejemplo, para
aplicaciones in wvivo hay que tener en consideraciéon que, nanoparticulas con
tamanos hidrodindmicos inferiores a 10 nm seran rapidamente filtradas por los
rinones y superiores a 100 nm serdn retiradas eficientemente del torrente
sanguineo, principalmente, por el higado y el bazo[48][49].

Por lo tanto, esta técnica medirda el tamano del nicleo metalico y su
recubrimiento organico. Ademadas, permite tener datos orientativos en cuanto a
su agregacion o estabilidad, ya que se podra ver un incremento del tamano con
el tiempo, en caso de que agreguen, y la desapariciéon de la senal, si estan
precipitando. Como se ha mencionado anteriormente, sin la funcionalizacion

adecuada, las NPMs sintetizadas mediante descomposicion térmica no son
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estables en medios acuosos. En la tabla 3 se muestran los radios hidrodindmicos

de las muestras seleccionadas:

Muestra Radio hidrodindmico (nm)
Sintesis A 1915,00 + 255,1
Sintesis B 46,74 + 2,349
Sintesis C 46,46 + 7,73
Sintesis E 105,80 + 6,86

Tabla 3. Medidas de los radios hidrodinamicos de las NPMs.

De estos resultados, se puede concluir que las sintesis B-C-E son adecuadas para
aplicaciones biomédicas, mientras que la sintesis A no seria muy adecuada. Sin
embargo, las nanoparticulas A se continuaron estudiando ya que es
ampliamente descrito que, las NPMs ferromagnéticas son las mas adecuadas

para hipertermia magnética [50].

4.3. Relaxometria

Para evaluar las capacidades como AC para MRI, es necesario calcular sus
relajatividades 1,(o transversal) y r;(o longitudinal). Los resultados muestran
que tanto la sintesis B como la C son excelentes agentes de contraste para MRI,
obteniendo valores de 1, por encima de 100 mM*es' a 9.4 T (Figura 16). En las
imagenes ponderadas en T, se observa claramente la caida de la senal, en
funcion de la concentraciéon de Fe. En el caso de la sintesis E, los valores de r,
obtenidos son aceptables, y seria posible su uso como AC. Con estos resultados,
la forma globular seria menos adecuada que las esferas o los cubos. Cabe

destacar, que no se muestran resultados de la muestra A debido a las
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limitaciones de las medidas realizadas. Cuando las nanoparticulas agregan, no es
posible medir sus valores de T,. Sin embargo, esto no significa que no pudieran
dar contraste en experimentos in wvivo, o introduciéndolas en una resina que

evitara su sedimentacién.

Respecto a las relajatividades 1y, en los casos en los que se pudo medir, los

valores fueron muy bajos, y por lo tanto, no se muestran las graficas.

Sintesis B Fa Sintesis C Fo Sintesis E fo
ImM] [mM]
3507 15T ) 0 3501 15T 0 350_ . 15T
300 « 94T 300/ « 94T 3001 » 94T
250 2= 162.0 mM1=s7 0.12 250 W 012 250.
-~ S o000 2= 127.1 mMes <200/
020 S 025 2% 025 2%
<150 » <150 1501
K00 L =99 AmMs 05  Ei00 e 05 K0!
50 S 500 " -« 1,=56.2 mMTest 50.7=329 mMes -
ol 1 o e 1 { P iy - log-1
0 Lol i ) ) ) ol="" ) ) ) ) 0 wazz47 (2—25;2mM_ s |
0 1 2 3 2 0 1 2 3 2 0 1 2 3
Fe Concentration (mM) Fe Concentration (mM) Fe Concentration (mM)

Fig.16. Relajatividad a campo bajo (1.5 T) y alto (9.4 T) de las NPMs. Grafica
concentracién frente a velocidad de relajacién (1/T,). A la derecha se muestran las

imagenes ponderadas en T, obtenidas a 9.4 T con las diferentes concentraciones de

Fe.
Muestra ry (mMM™1 xs71) ry (MM xs71)
1.5T 94T
Sintesis A N.D. N.D.
Sintesis B 99.4 162.0
Sintesis C 56.2 127.1
Sintesis E 25.2 32.9

Tabla 4. Cuadro resumen de las relajatividades obtenidas.

4.4. Medidas de hipertermia magnética

La evaluacion de potenciales materiales como agentes para hipertermia
magnética se basa en, medir las curvas de incremento de temperatura cuando
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son sometidos a CMEAF y el calculo del SAR. Este calculo se realiza,
utilizando los datos derivados las curvas de incremento de temperatura en la

ecuacion:

Ce, *my + Cep xmy dT
d )max

SAR =

My

Donde la Ce, y la Ce; son la capacidad calorifica especifica volumétrica de las
nanoparticulas y del fluido sin tener en cuenta las nanoparticulas
respectivamente. T es la temperatura y m, y m; la masa de las nanoparticulas y

del fluido sin ellas.

Simplificando se obtiene:

dl*Cel
NR

Donde Ny es la concentracion de las nanoparticulas en el fluido, y d; la

densidad del fluido.

El software MANIAC, permite el calculo automatico del SAR.

Los primeros experimentos fueron realizados fijando la densidad de flujo
magnético a 304 gauss y utilizando 3 frecuencias diferentes: 145.2, 346.3 y 862.1
kHz. Se observa como en todos los casos se produce una variacion de
temperatura del coloide magnético, alcanzando incluso 2 °C de incremento para
la frecuencia 762.1 kHz (Figura 17). Los valores de SAR obtenidos se sitian
entre 300 W/g y 450 W/g, siendo superiores a los descritos para otras
nanoparticulas de hierro [51]. El SAR suele ser mayor, cuanta mayor es la
frecuencia aplicada. Sin embargo, en el caso de la sintesis C no es asi y estamos

realizando investigaciones mas profundas para aclarar este hecho.
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Fig.17. Arriba: Curvas de calentamiento de los diferentes coloides magnéticos
sometidos a una densidad de flujo magnético de 304 gauss y frecuencias de 145.2
(negro), 346.3 (azul) y 762.1 kHz (rojo). Abajo: Representacion de los SAR

calculados utilizando las curvas de calentamiento.

Sin embargo, como se menciona anteriormente, las frecuencias utilizadas en
clinica son de ~100 kHz. Por lo tanto, se procedi6é a realizar medidas a 145.2
kHz, pero aumentando la densidad de flujo magnético al maximo permitido

por el equipo. Como se observa en la Figura 18, se alcanzan en todos los casos
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~2 °C de incremento. En particular, es llamativo el comportamiento
observado en la curva de la sintesis A, ya que es la que mayor pendiente de
subida presenta, pero también es la que mayor pendiente de pérdida de
temperatura tiene. Esta caracteristica puede no ser adecuada para terapias, ya
que seria conveniente una capacidad superior de mantener el calor remanente.
Los SAR calculados muestran que la sintesis C tiene casi el doble que las

sintesis B y E, y superior a la sintesis A, que es ferromagnética.

B sintesisA [l Sintesis B [l Sintesis ¢ [[] Sintesis E

3 700
—~ 600 -
s
;’, 2] . 500 -
5 D 400-
‘é E 300
S i
2 z
() o 200
'21 100
0 T T T o
0 500 1000 1500 2000
Time (s)

Fig.18. Izquierda: Curvas de calentamiento de los diferentes coloides magnéticos
sometidos a una densidad de flujo magnético de 580 gauss y 145.2 kHz. Derecha:

Representacién de los SAR calculados utilizando las curvas de calentamiento.
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Otro parametro importante que ha de ser evaluado en materiales con potencial
aplicacion en hipertermia magnética, es su estabilidad térmica, es decir, la
respuesta a ciclo de calentamiento-enfriamiento debe ser similar. Todas las
sintesis realizadas en este trabajo presentan una excelente estabilidad térmica,
mostrando un incremento de temperatura similar en 4 ciclos consecutivos de

calentamiento-enfriamiento.
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Fig.19. Curvas de calentamiento de los diferentes coloides magnéticos mostrando los

ciclos de calentamiento-enfriamiento.

Las diferencias observadas en los valores de SAR pueden tener su explicaciéon en
la morfologia y el tamafio de las NPMs. Es aceptado por la comunidad cientifica
que la anisotropia magnética (K,) juega un papel fundamental en los fenémenos
de nanomagnetismo. Puede definirse como las variaciones en la homogeneidad

de las propiedades magnéticas en las diferentes direcciones del espacio, y puede
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implicar que se presente facilidad de magnetizaciéon para determinados ejes.
Para alinearse con el campo externo, las NPMs adquieren energia, impulsando a
sus momentos magnéticos a rotar, para vencer la barrera generada por la

anisotropia. La energia de anisotropia se describe como:
_ 2
E, = K,Vsin“9

Con K, como constante de anisotropia magnética por unidad de volumen, V el
volumen de la particula y el angulo entre el momento magnético de la

particula y el eje de anisotropia paralelo a la direccién z como en la figura.

Una vez superada la barrera energética de la anisotropia, la recuperacién hacia
el estado basal se produce mediante los fenémenos de relajacién de Néel y/o de

Brown.

Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo estan en controversia con el
modelo tedrico de respuesta lineal, que describe como las nanoparticulas
esféricas como las més eficientes en la conversiéon campo magnético-calor [43].
Por lo tanto, los fenémenos de nanomagnetismo y especialmente la
hipertermia, necesitan ser investigados en profundidad, para aclarar todas las

incognitas existentes.
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5. Conclusiones

En este proyecto se han obtenido 5 tipos de NPMs de 6xido de hierro mediante
los métodos propuestos de coprecipitacion y descomposicién térmica. La forma y
el tamano de las NPMs determinan sus propiedades magnéticas y, por lo tanto,

son claves para obtener nanoplataformas con potencial para terandstico tumoral.

Las conclusiones derivadas de los resultados obtenidos en el presente proyecto

son:

e El método de coprecipitacién presenta un escaso control sobre el crecimiento
de las NPMs, dando lugar a agregados poco estables, con una amplia

distribucién de tamanos.

e Las sintesis por descomposicion térmica permite obtener nanoparticulas con
diferentes formas y tamanos (homogéneos). El precursor metélico parece tener
un efecto predominante sobre la forma, mientras que la rampa de temperatura
determina el tamano. Sin embargo, este tipo de sintesis da lugar a particulas

estables en medio organico, y por lo tanto necesitan un tratamiento posterior.

e Se sintetiz6 un ligando quimico basado en polietilenglicol, que permitio
funcionalizar las nanoparticulas sintetizadas por descomposiciéon térmica y

obtener particulas estables en ambientes fisiologicos.

e Los estudios de tamano hidrodinamico mostraron alta estabilidad y tamafos
adecuados para aplicaciones biomédicas de las NPMs sintetizadas por

descomposicion térmicas, siendo al contrario para la sintesis por coprecipitacion.

e Solo las NPMs sintetizadas mediante descomposicion térmica de oleato de
hierro (B y C) presentan r, prometedores para estudios posteriores como AC

para MRI in vivo.
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e Las sintesis probadas como potenciales agentes para hipertermia magnética

exhibieron SARs de aceptables a muy adecuados, dependiendo de la frecuencia
empleada, utilizando un flujo magnético de 304 gauss. En la frecuencia clinica
de 145 kHz, los SARs obtenidos a 580 gauss fueron excelentes, especialmente
para una de las NPMs probadas. Por lo tanto, son adecuadas para potenciales

terapias anti-tumorales.

o Estos resultados presentan cierta controversia con algunos presentados en
literatura, lo que demuestra la necesidad de seguir investigando en

nanomagnetismo, para resolver las incégnitas atin existentes.

e Respecto al controlador de temperatura, se analizé el cédigo que rige su
funcionamiento y se propuso la introduccién de un sensor para mantener el
control sobre la temperatura real medida. Esta nueva incorporaciéon, no se ha

podido implementar fisicamente por falta de recursos.
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7. Anexos

7.1. Anexo I: Codigo del controlador de temperatura

/* CONTROL DE GRADIENTE DE TEMPERATURA PARA PLACAS TERMO-AGITADORAS */
/* By Gallardo Gil Roberto

#tinclude <stdio.h>
ttdefine salida8 8
#tdefine pin9 9

/* Variables Rampa 1 */

int tini = 9; /* set temperatura inicio */

int tmax = 9; /* set temperatura alcanzar */

int tpor = 0; /* tiempo para alcanzar temperatura maxima */
int tpop = 9; /* tiempo de mantenimiento de la temperatura */

/* variables Rampa 2 */

int tmax2 = 9;
int toff = 9;

/* variables aritméticas*/

float tvar = 9;
float seg = ©;
float sep = 9;
float tpp = 9;
float paus = 9;
int pulsos = 0;

int suma = 9;
int i = 9;
/* declaracion de salidas*/

/* obtencién de datos */
#define DEBUG(a) Serial.println(a);

void setup()

{
Serial.begin(9600);
Serial.setTimeout(50);
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pinMode(salida8, OUTPUT);
digitalWrite(salida8, HIGH);

Serial.print("Enter... [ START TEMP - END TEMP - TIME (min) ]");

void loop()
{

if (Serial.available())

scanf("%d", tini);

Serial.println();

Serial.print("Start Temperature : ");

tini = Serial.parselnt();
Serial.println(tini);

scanf("%d", tmax);
Serial.print("Max Ramp Temperature : ");
tmax = Serial.parselnt();
Serial.println(tmax);
Serial.print("Ramp Time : ");
tpor = Serial.parselnt();
Serial.println(tpor);
Serial.print("Pause Time : ");
tpop = Serial.parselnt();
Serial.println(tpop);
Serial.println();

/* ejecucién de programa*/

/* Cdlculos para elaboracién de rampa 1*/

Serial.print("~Temperature = ");
tvar = (tmax - tini);
Serial.println(tvar);
tpp = (tvar / tpor);
Serial.print("Pulse Time = ");
Serial.println(tpp);
Serial.print("Seconds between pulses = ");
sep = (60/tpp);
Serial.println (sep);
Serial.print("Total pulses = ");
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pulsos = (tvar);
Serial.println (pulsos);
seg = (sep*1000);

while (pulsos > 0)

{
delay(seg - 200);
digitalWrite(salida8, LOW);
delay(200);
digitalWrite(salida8, HIGH);
pulsos = (pulsos -1);

Serial.print ("Remaining Pulses = ");
Serial.println (pulsos);

¥
Serial.println ("");

Serial.println ("");

Serial.print ("Keeping the Temperature at: ");

Serial.print (tmax); Serial.print (" degrees");
Serial.println ("");

Serial.println ("");

Serial.print("Enter New Parameters [ START TEMP - END TEMP -

TIME (min) 1");
}

7.2. Anexo II: Introduccién de un sensor
/* CONTROL DE GRADIENTE DE TEMPERATURA PARA PLACAS TERMO-AGITADORAS */

/* By Elena de Gomar Vilchez and Ferran Llorente Poblador */
#include <stdio.h>

#define calentador 8

#tdefine LED LED_BUILTIN

#tdefine sensor 9

/* VARIABLES DE TEMPERATURA */

int temp_ini = 0; // Set temperatura inicio (9C)
int temp_setpoint = 0; // Set temperatura a alcanzar (°C
)
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int temp_max = temp_setpoint + 2; // Temperatura maxima de respuest
a (e0)

int temp_min = temp_setpoint -

2; // Temperatura minima de respuesta (29C)

float temp_pulse = 0.1; // Incremento de temperatura po
r pulso (2C)

int temp_esperada = 0; // Temperatura que espera tener e

1 aparato (2C)

int sensorValue = 0; // Valor del sensor de temperatur
a (e0)

float deltaTemp = 0; // Intervalo de temperatura (2C)
int ratio = ©; // Ratio de calentamiento(2C/min)

/* VARIABLES DE TIEMPO */

int time_to_value = 0; // Tiempo para alcanzar temperatu

ra maxima (s)

int time_maintain = 0; // Tiempo de mantenimiento de 1la

temperatura (s)

int starttime = 0; // Tiemporizador para el tiempo d

e pausa (s)

float interPulse = 0; // Tiempo entre pulsos (millis)

float timePulse = 200; // Tiempo de duracién de un pulso
(millis)

int pulsos = 0; // Numero de pulsos actuales

int pulsos_esperados = 0; // Numero de pulsos esperado por

el progama

float seg = ©; // Valor de interPulse pasado a s

egundos (s)

#define DEBUG(a) Serial.println(a);

void setup()
{

Serial.begin(9600); // Abre el
puerto de data en serie, fija el valor de lectura en 9600 bits por segund
0

Serial.setTimeout(50); // En caso
de que no lea nada, el controlador en este tiempo cancelard el cdédigo

pinMode(calentador, OUTPUT); // Definir
el pin 8 como una salida a un relé

digitalWrite(calentador, HIGH); // Definir

que al empezar ya caliente
pinMode(sensor, INPUT);
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pinMode(LED, OUTPUT); // Definir
el sensor como una entrada de datos

Serial.print("Enter... [ TEMPERATURA INICIAL - TEMPERATURA FINAL -
TIEMPO DE RAMPA - TIEMPO TEMPERATURA ESTABILIZADA");

void loop()
{

if (Serial.available()>9) //Comprueba
si hay datos disponibles a leer

/* INTRODUCCION DE VALORES PERSONALIZADOS */

scanf("%d", temp_ini); //Introduci
r los el valor de temperatura inicial
Serial.println(temp_ini);
Serial.print("Start Temperature : "); //En pantal
la se imprime esto esperando que se introduzca la temperatura inicial
temp_ini = Serial.parseInt();
Serial.println(temp_ini);

scanf("%d", temp_setpoint);

Serial.print("Max Ramp Temperature : "); //En pantal
la se imprime esto esperando que se introduzca el valor a llegar de tempe
ratura

temp_setpoint = Serial.parseInt();

Serial.println(temp_setpoint);

scanf("%d", time_to_value);
Serial.print("Ramp Time : "); //En pantalla se imp
rime esto esperando que se introduzca el tiempo en el que se tiene que 11
egar a dicha temperatura
time_to_value = Serial.parseInt();
Serial.println(time_to_value);

scanf("%d", time_maintain);

Serial.print("Pause Time : "); //En pantal
la se imprime esto esperando que se introduzca el tiempo que quiere mante
ner la temperatura

time_maintain = Serial.parseInt();

Serial.println(time_maintain);
Serial.println();

/* CALCULO DE VARIABLES */
{
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Serial.print("Delta T = ");
deltaTemp = (temp_setpoint -
temp_ini); // Intervalo de temperatura
Serial.print(deltaTemp);
Serial.print("eC");
Serial.print(" ");

Serial.print("Rampa de calentamiento = "); // Ram
pa de calentamiento
ratio = (deltaTemp/time_to_value);
Serial.print(ratio);
Serial.print("eC/s");
Serial.print(" ");

Serial.print("Tiempo entre pulsos = ");
interPulse = (time_to_value-
(timePulse*ratio/temp_pulse)); // tiempo entre pulsos

Serial.print(interPulse);
Serial.print("s");
Serial.print(" ");

Serial.print("Total de pulsos esperados = ");
pulsos_esperados = (ratio*time_to_value/temp_pulse);
// Total de pulsos esperados
Serial.println (pulsos_esperados);

/*¥*¥*** BUCLE PRINCIPAL *****/

seg = (interPulse*1000);

sensorValue = analogRead(sensor); //Lectur
a inicial del sensor en la variable sensorValue
sensorValue = sensorValue * 0.48828125; //convie

rte el valor analdgico en su equivalente en 2C
/* PRECALENTAMIENTO */

while(temp_ini < sensorValue) //Si el sensor detecta que es
tamos por debajo de la temperatura inicial de calentamiento, hace pulsos
para precalentar

digitalWrite(calentador, LOW);
delay(seg);
digitalWrite(calentador, HIGH);
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Serial.println("PRECALENTANDO");
Serial.print("TEMPERATURA = ");
Serial.print(sensorValue);
Serial.print("eC");
delay(timePulse);

/*CALENTAMIENTO Y LECTURA DE RAMPA */
while (sensorValue <= temp_setpoint) //

Una vez precalentado (o no), mientras el sensor no detecte que ha llegado
a la temperatura setpoint

{

digitalWrite(calentador, LOW);

digitalWrite(LED, LOW);

delay(seg);

digitalWrite(calentador, HIGH);

digitalWrite(LED, HIGH);

pulsos = (pulsos +1); // Ahade
un pulso al contador

temp_esperada = temp_ini + temp_pulse; // Anad
e a la temperatura tedrica un ciclo mas

sensorValue = analogRead(sensor); //Lee el
valor del sensor actual y salvalo en la variable sensorValue

sensorValue = sensorValue * 0.48828125; //convie
rte el valor analdgico en su equivalente en 2C

delay(timePulse); //Transc

urre el tiempo de pulso con el calentador encendido
/* IMPRESION DE RESULTADOS */

Serial.print ("PULSOS = "); // Pulso
s hechos hasta ahora

Serial.println (pulsos);

Serial.println();

Serial.print ("PORCENTAJE DE CALENTAMIENTO = "); // Porce
ntaje de pulsos hechos hasta ahora

Serial.println (100*pulsos/pulsos_esperados);

Serial.print("eC");

Serial.print("TEMPERATURA = ");

Serial.print(sensorValue); // Tempe
ratura que mide el sensor

Serial.print("eC");

Serial.print("DESVIACION DE TEMPERATURA = ");

Serial.print(1@0*sensorValue/temp_esperada);
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Serial.println();

if (pulsos > pulsos_esperados+10 || 10@*sensorValue/temp_esperada >
20) // Un if de seguridad, si se cumple alguno de estos errores con un
margen de seguridad
{
Serial.println("Error en el sistema, comprobar calentador y
sensor");

digitalWrite(calentador, LOW);
digitalWrite(LED, LOW);
delay(4000);
exit(0);
// Apaga todos los sistemas y apaga el programa

}
delay(100);

// tiempo para dejar que el procesador haga refresh

/*FASE DE TEMPERATURA CONSTANTE */

// A la que el sensor detecte que ha llegado a los grados necesari
0s, empieza el tiempo de pausa

starttime =millis(); // Se
crea un contador que cuenta el tiempo que lleva la fase de pausa
Serial.print ("Keeping the Temperature at: ");
Serial.print (temp_setpoint);
Serial.print (" eC");

while(starttime < time_maintain) { // Mie
ntras el tiempo de mantener la temperatura no acabe se activa el control
ON/OFF

if (sensorValue >=temp_max){ // Sil
a temperatura es mds alta que el valor consigna, apagar el calentador
digitalWrite(calentador, LOW);
digitalWrite(LED, LOW);
delay(interPulse);

if (sensorValue >= temp_min + 30) // Un if de seguri
dad, si no se consigue reducir la temperatura (porque sigue calentando)
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Serial.println("Error de temperatura baja, compro
bar calentador y sensor");

digitalWrite(calentador, LOW);

digitalWrite(LED, LOW);

delay(4000);
Serial.println("Apagando el sistema");
delay(4000);
exit(0);
}
}
if (sensorValue < temp_min) { // Sil

a temperatura es mds baja que el valor consigna, encender el calentador
digitalWrite(calentador, HIGH);
digitalWrite(LED, HIGH);
delay(timePulse);

if (sensorValue < temp_min -
30) { // Un if de seguridad, si no consigue subir la temperat
ura es que hay un error

Serial.println("Error de temperatura baja, compr
obar calentador y sensor");

digitalWrite(calentador, LOW);

digitalWrite(LED, LOW);

delay(4000);

Serial.println("Apagando el sistema");

delay(4000);

exit(0);

}

while (sensorValue > temp_ini) {

Serial.println ("Cooling down... "); //
A la que se ha acabado el tiempo de pausa, apagar el calentador para enfr
iar las muestras
digitalWrite(calentador, LOW);
digitalWrite(LED, LOW);
delay(12000);

61



0

UNIVERSIDAD DE MALAGA

Serial.print("Enter... [ TEMPERATURA INICIAL - TEMPERATURA FINAL -
TIEMPO DE RAMPA - TIEMPO TEMPERATURA ESTABILIZADA");
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