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Resumen

Los grandes avances experimentados por la nanomedicina en los ultimos afios se deben,
en gran parte, al riguroso control en la preparacién de nanoparticulas (NPs) de
diferentes caracteristicas. Las nanoparticulas magnéticas (NPMs), especialmente las NPs
de magnetita (Fes30a4), han impulsado un cambio de paradigma en el campo biomédico
gracias a su capacidad terandstica. De hecho, uno de los tratamientos contra el cancer
con mayor potencial es la hipertermia magnética mediada por NPMs, que consiste en
emplear el calor que producen estas NPMs (cuando se someten a campos magnéticos
alternos) para eliminar selectivamente las células tumorales. Si este efecto de
hipertermia magnética se acoplara al efecto embolizante y quimioterapéutico que
presentan determinadas microesferas poliméricas utilizadas en tratamientos
oncoldgicos, se podrian obtener plataformas multifuncionales con sinergias
teranésticas, que mejorarian la calidad de vida de nuestra sociedad. En este contexto se
enmarca el trabajo que se presenta, concretamente en la preparacion y el estudio de
nanoparticulas de Fes04 de diferente tamafio, morfologia y funcionalizacidn superficial
y en el posterior recubrimiento de microesferas comerciales Embozene TANDEMRT con
las NPs de magnetita sintetizadas. De este modo, la presente memoria abre un camino
hacia el desarrollo de nuevas tecnologias médicas basadas en microplataformas con
superficies nanoestructuradas y con multifuncién.

In recent years, nanomedicine has evolved significantly thanks to the rigorous control in
the synthesis of nanoparticles (NPs) of different characteristics. Magnetic nanoparticles
(MNPs), especially magnetite (FesOs) NPs, have mativated a paradigm change in the
biomedical field due to their theranostic capacity. In fact, one of the most promising
cancer treatments is magnetic hyperthermia mediated by MNPs, based on the heat
evolved by these MNPs (when an alternating magnetic field is applied) to selectively
eliminate tumour cells. If this magnetic hyperthermia effect is coupled to the embolic
and chemotherapeutic effect of certain polymeric microspheres used in cancer
treatments, multifunctional platforms with theranostic synergies could be obtained,
which would improve the quality of life of our society. This is the context of the work
presented here, specifically the preparation and study of Fe3O4 nanoparticles of different
sizes, morphology and surface functionalization and the subsequent coating of
commercial Embozene TANDEMPR™ microspheres with the magnetite NPs synthesised. In
this way, the present report opens the way towards the development of new medical
technologies based on microplatforms with nanostructured surfaces and
multifunctionality.
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1. Introduccion

Desde que tiene uso de conciencia, el ser humano ha desarrollado la ciencia y la
tecnologia con el fin de mejorar su calidad de vida y resolver las dudas que le han ido
surgiendo. Actualmente, también nos encontramos ante grandes retos y es desde la
nanociencia y la nanotecnologia donde podemos encontrar algunas de las claves que
nos permitan seguir avanzando. Los materiales nanoestructurados presentan
propiedades fisico-quimicas (mecdnicas, eléctricas, dpticas, magnéticas, etc.) que son
diferentes a las de sus equivalentes en estado masivo. 2 Gracias a estas propiedades,
los nanomateriales pueden aportar una amplia gama de aplicaciones innovadoras en
areas como la contaminacién medioambiental, la biomedicina, farmacologia, energia, la
catilisis, etc. 3!

Una de las dreas mas influenciadas por el impacto de la nanociencia y la nanotecnologia
es la biomedicina, debido a que las estructuras de los sistemas bioldgicos se hallan,
precisamente, en la dimensién nanométrica, pudiéndose lograr una interaccién
selectiva entre nanomaterial y componente bioldgico. Este ambito, en el que se utilizan
materiales nanométricos con aplicaciones en diagnosis o terapias, se conoce como
nanomedicina. Y, entre los materiales mas utilizados, se encuentran las nanoparticulas
magnéticas (NPMs) ya que la posibilidad de manipulaciéon por un campo magnético les
posibilita su utilizacion tanto en diagnosis como en terapias. 4l

En el ambito de diagnosis una aplicacion importante de las NPMs es como agente de
contraste en resonancia magnética de imagen (RMI), lo cual facilita la deteccion de
enfermedades ya que permiten mejorar el contraste de la imagen tanto positiva como
negativamente. [

En cuanto a las aplicaciones terapéuticas, una de las mas conocidas es el transporte y la
liberacion de farmacos (Drug Delivery). Esta técnica tendria relevancia en el tratamiento
de enfermedades que necesitan que los fdrmacos se dirijan a zonas especificas, sin
alterar las zonas no dafiadas. ©

Otra de las aplicaciones terapéuticas de interés de las NPMs, y en la que se centra este
trabajo, es la hipertermia magnética. Esta técnica se basa en el calor que generan las
NPMs cuando son expuestas a un campo magnético alterno. Dicho calor se puede
emplear en terapias antitumorales ya que la apoptosis de las células tumorales ocurre a
temperaturas inferiores (41-46 °C) a la de las células sanas (48-50 °C). De esta manera
se podria tratar la zona del tumor de manera selectiva, sin dafar el tejido sano
adyacente. Esta aplicacidn permitiria también reducir los efectos secundarios generados
por las terapias convencionales como la quimio- y radioterapia. [/}

Los farmacos embolizantes también son de gran interés para llevar a cabo terapias
oncoldgicas. ¥l Entre los empleados en algunos tratamientos clinicos se encuentran las
microesferas Embozene TANDEM™ de Boston Scientific, y estdn compuestas por un
hidrogel de poliacrilato y recubiertas por un polimero antitrombogénico vy
antibacteriano llamado Polyzene®-F (CeloNova Biosciences Inc.). [ Estas microesferas,
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tras ser inyectadas en el torrente sanguineo, reducen el flujo de sangre que llega al
tumor provocando lo que se conoce como embolia tumoral. 1% Ademds, estas
microesferas pueden ser cargadas con farmacos utilizados en tratamientos tradicionales
de quimioterapia (Irinotecan y Doxorubicina) [** 12, dando lugar a un método conocido
como quimioembolizacién, una aplicacion que combina la previamente mencionada
drug delivery, la quimioterapia y la embolizacién. (1314

Una gran ventaja de estas microplataformas es que pueden ser ‘decoradas’ con
diferentes biomoléculas o nanosistemas, de forma que permitiria conseguir
propiedades adicionales, dando lugar a plataformas multifuncionales que posibilitarian
sinergias muy apropiadas y con tratamientos de gran eficiencia. [*> 1] Concretamente,
seria posible recubrir las microesferas con NPMs consiguiendo afadir al sistema
embolizante las aplicaciones biomédicas que se han descrito previamente (hipertermia
magnética (17,18l y RMI [19.20]) Ademds, existen estudios que determinan que las sesiones
de quimio- y radioterapia aumentan su efectividad cuando se aplican conjuntamente
con hipertermia magnética. 2% 221 De esta manera se abre un nuevo horizonte con la
posibilidad de llevar a cabo una terapia triple en un Unico sistema multifuncional;
microesferas embolizantes cargadas con farmacos antitumorales y recubiertas por
nanoparticulas magnéticas. Dicho agente terandstico multifuncional, ademds de
combinar la embolizacién tumoral, la quimioterapia y la hipertermia magnética,
también permitiria realizar el seguimiento y diagndstico de enfermedades mediante
RMI. Es en este contexto en el que se enmarcan los materiales fabricados en este
trabajo.

Siendo la aplicacién de hipertermia magnética uno de los principales objetivos de dichos
materiales, es imprescindible introducir el pardmetro que mide la capacidad de un
sistema magnético para generar calor. La tasa de absorcidn especifica (SAR), mide el
poder de calentamiento de un material magnético respecto al tiempo y su masa (W-g1).
Existen dos métodos principales para analizar la capacidad calorifica; mediante métodos
calorimétricos y mediante métodos magnéticos. En el primer caso, se mide la variacion
de temperatura del material en funcidén del tiempo, al someterle a un campo magnético
alterno, como se describe en la ecuacién (1). 231 El método utilizado en este trabajo es
el segundo, en el cual, si se representa la magnetizacidn de un material frente a un
campo magnético alterno, obteniéndose ciclos de histéresis. Conociendo el area de
estos ciclos y la frecuencia del campo magnético aplicado se puede calcular el pardmetro
SAR como se presenta en la ecuacion (2).

C
SAR = — (1)

SAR="L.a="L.,6mM@)dH @)

Karam Nader Pisonero del Pozo 2 Master Nuevos Materiales: Trabajo Final



Preparacion y caracterizacidon de microplataformas magnéticas para aplicaciones terandsticas

Donde M es magnetizacidén del material en presencia del campo magnético alterno (H),
f es la frecuencia del campo magnético y ¢ la concentracion de la muestra. Por ende, el
area del ciclo de histéresis y el parametro SAR son linealmente proporcionales, de
manera que las NPMs que tengan ciclos mds grandes tendrdn mejor respuesta
magnetotérmica y seran mds adecuadas para lograr los efectos deseados. 24

Las NPMs mas utilizadas en biomedicina son las de magnetita por su baja toxicidad y alta
imanacién de saturacion (Ms = 92 Am?/kg a 20°C). [?° La magnetita es un mineral cuya
férmula quimica es Fes0as, en el que el hierro presenta dos estados de oxidacion
(Fe3*;Fe?*04). Presenta una estructura de espinela inversa donde los aniones O%
presentan un empaquetamiento cubico compacto, la mitad de los iones Fe3* ocupan los
huecos tetraédricos y la otra mitad de los iones Fe3* y los iones Fe?* los huecos
octaédricos. Todas las nanoparticulas de magnetita no presentan las mismas
propiedades fisico-quimicas, ya que el tamafio, la morfologia y la presencia de otros
iones o las vacantes en las posiciones Fe?*/Fe3* tienen un gran efecto sobre las
propiedades. [26!

Antes de mencionar el gran efecto que tiene el tamafio de las nanoparticulas de
magnetita en la capacidad de generar calor, es imprescindible introducir el concepto de
la temperatura de bloqueo (T,). Por encima de la temperatura de bloqueo, un sistema
magnético transita del régimen ferro- ferrimagnético al superparamagnético. Como se
puede apreciar en la ecuacidn (3) los parametros que condicionan la temperatura de
bloqueo son la constante de anisotropia efectiva (Keff) y el volumen magnético (V). [27]

En lo que a tamafio se refiere, cuando el didmetro de una nanoparticula de magnetita
es superior a un tamafio alrededor de 20 nm presenta una naturaleza ferrimagnética, es
decir, la temperatura de bloqueo (Ts), temperatura a partir de la cual el momento
magnético neto es nulo, es superior a la temperatura ambiente (ecuacion (3)).

Kerr -V

T, =
B 23Kp

(3)

Cuando el diametro de la nanoparticula es superior al tamano critico, unos 100 nm, los
momentos magnéticos estdn divididos en dominios, regiones en las cuales los
momentos estdn orientados de manera paralela. En la Figura 1a, se puede apreciar el
comportamiento magnético de las NPMs en funcién del tamafo de las mismas. Como
se detallard mas adelante, estos monodominios son de interés para la respuesta en
hipertermia magnética. 28!

Si el didametro de la nanoparticula disminuye aln mas, por debajo de los 20 nm, la
temperatura de bloqueo disminuye por debajo de la temperatura ambiente y el sistema
se encuentra en el régimen superparamagnético. En estos casos el momento magnético
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de la particula oscila por efecto de la temperatura, siendo el tiempo entre oscilaciones
la relajacién de Neel. Cuando el tiempo necesario para medir la magnetizacion del
sistema es superior a la relajacidon de Neel, la magnetizacién promedio es nula y se dice
que el sistema es de naturaleza superparamagnética. 230

a) < —e— 30 nm F-MNP
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m —
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Figura 1. Efecto del tamafio en a) el campo coercitivo y b) valores de SAR.

Recientemente se ha demostrado que, las nanoparticulas ferro-/ferrimagnéticas
monodominio, tienen una eficacia magnetotérmica elevada si se evita su
aglomeracion.3U En la Figura 1b) se presenta una simulacién, de los valores de SAR, de
nanoparticulas de magnetita de 15 y 30 nm en funcién del campo aplicado, suponiendo
monodominios magnéticos sin interacciones (modelo Stoner—Wohlfarth), una
constante de anisotropia uniaxial efectiva Keff = 10 kJ-m=y un campo alterno de 300 kHz.
Teniendo en cuenta que las terapias clinicas de hipertermia magnética se suelen realizar
en el intervalo de 20 - 40 mT, se puede apreciar en la figura que las que presentan mayor
eficacia, a priori, serian las nanoparticulas con tamafios superiores al limite
superparamagnético. 3233

En cuanto a la morfologia, cuando las NPM presentan formas mas regulares, como
esféricas o cubicas, dan lugar a una menor anisotropia magnética y por lo tanto tienden
a presentar valores maximos de SAR mas bajos.?* Sin embargo, con morfologias menos
regulares como octaédricas, cuboctaédricas u octaédricas truncadas, por ejemplo, las
nanoparticulas presentan una mayor anisotropia magnética y, por lo tanto, mayor
capacidad magnetotérmica.l®lPor consiguiente, para optimizar la eficiencia
magnetotérmica, las nanoparticulas de magnetita mas apropiadas serian las que
presentan un tamaio entre 20 y 25 nm y morfologias facetadas como octaédricas
truncadas y cuboctaédricas.De esta forma, teniendo en cuenta el efecto que tienen las
caracteristicas de las NPMs sobre la respuesta magnetotérmica, es imprescindible lograr
un gran control del tamafio y morfologia de las nanoparticulas, ya que estas propiedades
definiran el potencial biomédico.
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Los métodos quimicos empleados para la obtencién de NPM mads habituales son la
coprecipitacion de sales metalicas, la sintesis hidrotermal, la preparaciéon de
microemulsiones, el método sol-gel, la sintesis bioldgica, descomposicidn térmica, etc.
los cuales condicionan la morfologia, tamafio y polidispersidad. 3¢ Para la obtencién de
NPs de Fe304 un método sintético que proporciona un control del tamafio y morfologia
de las particulas es la descomposicidon térmica de precursores metal-organicos. El
precursor utilizado, el tiempo y la temperatura de reaccion condicionan el tamafno de
las particulas. Ademas, el uso de surfactantes durante la sintesis permite el control del
crecimiento y la morfologia de las NPM. Bl La utilizacién de precursores con
temperatura de descomposicion baja como Fe(CO)s (Tgesc = 140°C), da lugar a NPs
pequefias (4-10 nm), los precursores con temperatura de descomposicién media como
Fe(acac)s (Tdesc = 185°C) originan nanoparticulas mas grandes (10-18 nm) 333°ly cuando
se emplean precursores con temperaturas de descomposicion como las del oleato de
hierro(lll) (Tgesc = 200°C) se pueden lograr nanoparticulas de magnetita de tamanos
superiores a 20 nm. 9 Otra ventaja del oleato de hierro(lll) es que modificando
parametros de sintesis (tiempo y temperatura de reaccidn, relacion molar oleato/sal de
hierro o el tiempo de secado del precursor, etc.) se puede controlar la morfologia de las
nanoparticulas. 4%

Sin embargo, la sintesis de las nanoparticulas a partir del precursor oleato presenta
cierta complejidad ya que requiere de temperaturas de reflujo muy elevadas y unas
condiciones redox muy concretas. Para conseguir estas temperaturas se utiliza una
relacién controlada de disolventes como el octadeceno (Tep = 315 °C) y el éter bencilico
(Teb = 298 °C). El éter bencilico permite contrarrestar la naturaleza reductora del
octadeceno evitando la formacion de wiistita, FeO, fase paramagnética que reduciria la
respuesta magnética de las nanoparticulas. 42

Las NPMs obtenidas mediante la descomposicidén térmica del oleato de hierro(lll) son
estables en un medio orgédnico apolar como el cloroformo o el hexano. Estas NPs estan
rodeadas de ligandos oleato anfifilicos en los que la cabeza polar estd quimioabsorbida
al nucleo inorgénico y la parte apolar se despliega hacia fuera.

En este trabajo, se pretende recubrir las microesferas Embozene TANDEMRT con las
NPMs, y siendo el fin aplicaciones biomédicas, es imprescindible que las NPMs
empleadas sean estables en medio fisioldgico. 3! Para ello, se recubriran las NPMs
sintetizadas con moléculas anfifilicas para que las cadenas de carbonos interactien con
las cadenas hidréfobas del oleato y las cabezas polares de la capa secundaria queden
expuestas al medio acuoso (véase Figura 2). De esta manera, se forma una capa
hidrofilica, similar a la membrana celular, en torno a la nanoparticula.

El bromuro de hexadeciltrimetil amonio (CTAB) es un surfactante muy empleado para
transformar nanoparticulas hidrofébicas en hidrofilicas (Figura 2a). % 451 Las NPM
recubiertas por este compuesto presentan una carga superficial positiva debido al grupo
amino en el extremo polar de la cadena, lo que es de gran utilidad para unirse
electroestaticamente a sistemas cargados negativamente. Otra especie molecular que
es muy empleada para solubilizar las NPs en disolventes acuosos es el poli(anhidrido
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maleico-alt-1- octadeceno) PMAO, que tras una reaccién polimérica encapsula la
nanoparticula (vedse Figura 2b). Una vez recubiertas las NPs con PMAQO vy tras efectuar
la hidrdlisis de los grupos funcionales anhidrido, se obtiene un sistema con carga
superficial negativa, que permite uniones electrostaticas con sistemas cargados

positivamente. (46

a)

Monocapa Primaria

Adicién CTAB

=CTAB
+ Br

e

¢ o 5
f /- ~ PMAO );)f

Monocapa Secuandaria

g ; :).
HIDROLISIS f f/ S X N
T )/JI;‘//J‘I"P\ o
Naz2Bz07 Sl \\2‘0»
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Figura 2. Esquema del proceso de recubrimiento con a) CTAB y b) PMAO.

Las microesferas Embozene TANDEMRT poseen una carga superficial negativa, lo que
permite que nanoparticulas con carga superficial positiva, como las recubiertas con
CTAB, se adhieran a la superficie mediante interacciones electrostaticas.

Por otra parte, se ha comprobado que es posible el recubrimiento de microplataformas
poliméricas capa por capa (LbL assembly) con un polielectrélito positivo, pudiendo
modificar la carga superficial. [*”] De esta manera se pueden adherir nanoparticulas con
carga superficial negativa, como las previamente mencionadas con PMAO, tras cargar

positivamente las microesferas.

En este marco se define el principal objetivo de este trabajo, que es la sintesis de
nanoparticulas de magnetita de alta calidad (cristalinidad, monodispersidad, respuesta
magnética Optima, etc.) y con un tamafo superior a 20 nm. Tras su respectiva
funcionalizacién con CTAB y PMAQO, se han recubierto las microesferas comerciales
Embozene TANDEMRT dando lugar a microplataformas embolizantes y magnéticas con

gran potencial como agentes terandsticos.
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2. Procedimiento experimental

En este apartado se resume el procedimiento experimental llevado a cabo en la sintesis
del oleato de hierro(lll), nanoparticulas de magnetita y microesferas recubiertas con
nanoparticulas, asi como su correspondiente caracterizacion.

2.1 Reactivos

Para la sintesis del oleato de hierro(lll) se han utilizado los siguientes reactivos: oleato
sédico (97 %, TCl), cloruro de hierro(lll) hexahidratado (99 %, Sigma Aldrich), etanol (96
%, PanReac), hexano (99 %, Sigma Aldrich) y agua destilada. En la sintesis y
funcionalizacion de las nanoparticulas se ha utilizado acido oleico (90 %, Aldrich), 1-
octadeceno (90 %, Aldrich), éter bencilico (98 %, Aldrich), tetrahidrofurano (THF) (99 %,
Emplura), cloroformo (99 %, Sigma Aldrich), bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB) (99 %, Sigma Aldrich) y poli(anhidruro maleico-alt-1-octadeceno) (PMAO) (99 %,
Aldrich, 30-50 kDa). Por ultimo, para recubrir las microesferas se ha utilizado poli
(cloruro de dialildimetilamonio) (PDAC) (20 %, Aldrich) y las microesferas poliméricas
comerciales de 40 um de didmetro Embozene TANDEMRT adquiridas en Boston Cientific.

2.2 Sintesis del oleato de hierro(lll)

Se ha anadido cloruro de hierro(lll) (40 mmol) y oleato sddico (NaCisH3302, 120 mmol),
en un matraz de 3 bocas de 500 mL, junto con hexano (140 mL), etanol (80 mL) y agua
destilada (60 mL). Como se puede apreciar en la Figura 3, se ha colocado un agitador
mecanico con una pala de tefléon, un refrigerante y, con ayuda de dos septums, se han
instalado las agujas de salida y entrada del flujo de N2 y un termopar para realizar el
control de la temperatura.

A continuacién, mientras el sistema es agitado mecdnicamente, se ha hecho pasar un
flujo de N2 durante 20 minutos. Después, se ha calentado el sistema hasta 60°C y se ha
mantenido en reflujo durante 1 hora. Al finalizar el mismo, y después de enfriar la mezcla
a temperatura ambiente, se ha transferido a un embudo de decantacidn para separar la
fase orgdnica y la acuosa. La fase orgdnica se ha limpiado con agua destilada (3 X 100
mL). Después de la limpieza, mientras se agita magnéticamente, se han evaporado los
residuos de disolvente a 110°C, temperatura a la que se ha mantenido durante 21 horas.
El oleato resultante presenta una textura viscosa y un color marrén-rojizo.

2.3 Sintesis de las nanoparticulas de Fez04

Para la preparacidn de las NPs de Fe304 se ha seguido el método optimizado por el grupo
de investigacidn en los ultimos afios. [* Se ha partido de 5 mmol del oleato de hierro(lll)
(Fe(CisH3302)3), los cuales se han calentado previamente a = 70°C junto con los
disolventes utilizados en la sintesis, octadeceno (10 mL), éter bencilico (5 mL) y acido
oleico (3.2 mL), debido a la viscosidad y el dificil manejo que presenta el oleato. La
mezcla de oleato y disolventes se ha introducido en un matraz de 3 bocas de 250 mL. Al
igual que en la sintesis del oleato de hierro(lll), se ha utilizado agitacién mecdnica, un
flujo de Ny, el refrigerante y el termopar para el control de la temperatura.
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Mientras se agita mecanicamente, el sistema se ha calentado hasta 110 °C con una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Una vez alcanzada esta temperatura, se ha
hecho pasar un flujo de N, durante 30 minutos. Luego, se ha calentado hasta 190 °C a
10 °C/min y hasta 330 °C a 3 °C/min. En torno a 320 °C ha comenzado el reflujo,
manteniéndose el sistema 1 hora a ebullicién.

Agitador
Mecanico

Refrigerante

2
Entrada
b

Termopary N2

Balén de
Reaccion

Burbujeador
Controlador

Temperatura

Manta
Calefactora

Figura 3. Montaje experimental para la sintesis de oleato de hierro(lll)
y de las nanoparticulas de magnetita.

Al finalizar la sintesis, se enfria a temperatura ambiente y se recogen las nanoparticulas
en tubos de 50 mL. A continuacién, se afiade THF (5 mL) en el matraz de reaccién para
recoger las nanoparticulas restantes y en cada tubo se adicionan 10 ml de etanol.

Para realizar la limpieza de las nanoparticulas, se han centrifugado a 22000 rpm durante
50 minutos a 6 °C. Después, se ha eliminado el sobrenadante, se han dispersado en THF
y después de anadir etanol (20 mL), se han vuelto a centrifugar. Este proceso se ha
repetido 3 veces, realizandose la Ultima dispersién en cloroformo (15 mL). Finalmente,
la muestra formada por dispersion coloidal, la cual denominaremos Stock, se recoge en
un vial.

Siguiendo este procedimiento se han llevado a cabo un total de 3 sintesis; una con las
cantidades previamente descritas (Fes04_A), y otras dos manteniendo las proporciones
molares, pero aumentando la cantidad de reactivos y disolventes 4 veces (X4) (FesOs_B
y Fe304_C), con el fin de analizar el proceso de escalado y su reproducibilidad.

2.4 Funcionalizacion de las nanoparticulas de Fez04

Las nanoparticulas de magnetita previamente sintetizadas se encuentran
funcionalizadas con acido oleico, de forma que, para su posterior deposicion en las
microesferas de Embozene TANDEMR®T, se han recubierto con CTAB y PMAO.

En 1 mL de cloroformo se ha disuelto la cantidad de CTAB necesaria para obtener un
recubrimiento de 200 ligandos/nm?, los cuales se han afiadido sobre una disolucién
diluida (0.5 mg/mL) de nanoparticulas de magnetita en cloroformo (20 mL). Después de
la adicidn, se han agitado durante 15 minutos con ayuda de una placa agitadora y se ha
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evaporado el disolvente en vacio. A continuacién, se ha afiadido el mismo volumen de
cloroformo (20 mL) y se ha repetido el proceso dos veces. Finalmente, se han afiadido 4
mL de agua destilada y las nanoparticulas se han dispersado con ayuda de un bafio de
ultrasonidos. Las nanoparticulas se han centrifugado a 13000 rpm durante 20 minutos y
después de retirar el sobrenadante se han dispersado en agua destilada. Este proceso
se ha repetido 3 veces. El recubrimiento con CTAB se ha aplicado a las 3 muestras de
nanoparticulas sintetizadas, obteniendo las NPs denominadas Fe30s_ A@CTAB,
Fe3Os_B@CTAB y Fe30s_C@CTAB.

Parte de la muestra Fes04_C también se ha funcionalizado con el monémero PMAOQO, con
un protocolo similar al usado con CTAB. Se ha disuelto en 1 mL de cloroformo el PMAO
necesario para obtener un recubrimiento de 50 mondmeros/nm?. El procedimiento de
agitacioén, evaporacién del cloroformo y limpieza es idéntico al usado con CTAB. Sin
embargo, la ultima dispersién, en lugar de realizarla Unicamente en agua, se ha llevado
a cabo con 2 mL de agua destilada y 2 mL de una disolucion buffer (Na;BsO7, pH = 9),
para realizar la hidrolisis de los grupos anhidrido del PMAO. La muestra obtenida ha sido
denominada Fe30s_C@PMADO.

2.5 Recubrimiento de las microesferas Embozene TANDEMR®"

En este apartado se detalla el procedimiento utilizado para recubrir las microesferas con
las nanoparticulas estabilizadas en medio acuoso. Se han seguido dos protocolos
distintos, en funcién de la carga superficial que presentan las nanoparticulas.

Debido a que las microesferas Embozene TANDEMRT presentan un potencial Z negativo,
presentarian afinidad por las NPs con potencial positivo, del tipo Fes04@CTAB. De esta
forma, en un eppendorf de 2 ml que contiene una concentracidn de FesOs@CTAB de 2
mg/mL, se han afiadido 50 uL de microesferas Embozene TandemRT, gota a gota. Se ha
agitado la mezcla durante una noche con ayuda de una placa agitadora y se ha limpiado
con agua destilada 7 veces intercalando centrifugacion a 1000 rpm durante 10 minutos.

Para la deposicion de Fes0.@PMAO sobre las microesferas, estas se han tratado
previamente con el polielectrolito positivo poli(cloruro de dialildimetilamonio), PDAC.
Asi, se han afiadido, gota a gota, 50 pL de microesferas sobre una disoluciéon de 10 %
PDAC en agua. Tras agitar la mezcla durante una hora, se ha limpiado el exceso de
polimero 3 veces con agua y centrifugando a 1000 rpm durante 10 minutos. Después de
este tratamiento, en un tubo eppendorf de 2 ml, se ha afiadido gota a gota 50 uL de
microesferas Embozene TANDEMRT sobre una concentracion de 2 mg/mL de
Fes02@PMAO en agua. Después de agitar durante una noche se ha seguido el protocolo
de limpieza previamente descrito para las microesferas recubiertas con Fe304s@CTAB.

En la Tabla 1 se recogen los recubrimientos realizados y los pardmetros criticos como la
cantidad de magnetita anadida, el tipo de muestra de nanoparticulas recubiertas
empleada y las monocapas tedricas de NPs en torno a la microesfera. A este parametro,
se le ha denominado exceso e indica la relacién entre las nanoparticulas anadidas y las
que serian necesarias para formar una monocapa en torno a la microesfera.
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Tabla 1. Cantidad de Fe304(mg) afiadida y relacién de las funcionalizaciones de las
microesferas Embozene TANDEMRT,

Muestra | | .F.e304 Exceso NPM Muestra | | _F_E304 Exceso NPM
inicial (mg) inicial (mg)

Embo_1 2.70 10 | Fes0C Embo_5 0.30 . FesOs_A
@PMAO @CTAB
@CTAB @CTAB

Embo 3 |  2.21 74 | FSOAT T s 7 0.30 .| Fes0.B
@CTAB @CTAB

Embo_4 0.60 2 | Fes0aA Embo_8 0.15 05 | Fes0aB
@CTAB @CTAB

* En la muestra Embo_2 no se ha podido determinar la cantidad de magnetita afadida por
problemas instrumentales.

2.6 Técnicas de caracterizacion

En este apartado, se detallan las técnicas que han sido utilizadas para la caracterizacion
del oleato de hierro(lll), las nanoparticulas de magnetita y las microesferas recubiertas
por nanoparticulas.

¢ Espectroscopia de infrarrojos (IR)

Para realizar el espectro de IR del oleato de hierro(lll), 10 mg de muestra han sido
mezclados con 100 mg de KBr. Después de realizar una pastilla al someter la mezcla a
10 atm de presidn, se ha realizado el espectro en el intervalo 400-4000 cm™ en el equipo
FTIR-8400S del Departamento de Quimica Organica e Inorganica de la UPV/EHU.

+»+ Difraccién de Rayos X

La caracterizacién cristalografica de las nanoparticulas sintetizadas, se ha realizado
mediante difraccidén de rayos X en muestra policristalina. Las medidas se han realizado
a temperatura ambiente, utilizando el difractdmetro Panalytical X'Pert PRO de los
Servicios Generales SGlker de la UPV/EHU. El difractdmetro estd equipado con un danodo
de cobre (40 kV y 40 mA), un monocromador secundario de grafito y un detector rapido
PIXcel. Los difractogramas se han obtenido en el intervalo 26 = 5 - 90° con un salto de
0.02° y velocidad de medida de 1,25 s. Para el andlisis de los datos se han utilizado los
programas FullProf y X'Pert HighScore. 148!

+* Analisis termogravimétrico

Esta técnica se ha utilizado para determinar el porcentaje de materia orgdnica presente
en las nanoparticulas hidrofdbicas sintetizadas. Se han llevado a cabo los tratamientos
térmicos en atmosfera de argdn, con 10 mg de muestra, una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min entre 25-900 °C. Las medidas se han realizado en el equipo NETZSCH STA
449C, en el Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica de la UPV/EHU.
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+»*» Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Esta técnica se ha utilizado para analizar el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas
sintetizadas. Las medidas se han realizado en los servicios generales de microscopia y
microanalisis SGlker de la UPV/EHU, en el equipo Philips CM200 que opera a 200 kV.
Para preparar la muestra se han diluido 10 uL de la disolucién stock en 1.5 mL de
cloroformo y se ha depositado una gota sobre una rejilla de cobre recubierta con una
capa de carbono.

+»*» Magnetometria de muestra vibrante (VSM) y SQUID

Las medidas magnetométricas se han llevado a cabo en los servicios generales de
medidas magnéticas SGlker de UPV/EHU. Las medidas de imanacion a temperatura
ambiente se han realizado en sélido, en un magnetdmetro comercial de la marca
Cryogenic Ltd. Las NPs se han precipitado al afiadir 1 mL de etanol sobre 1 mL de la
disolucién stock y posterior centrifugacién durante 20 minutos a 13000 rpm.

Las medidas de imanacion a campo constante en funcion de la temperatura (ZFC/FC) se
han realizado en el magnetémetro SQUID (MPMS3, Quantum design). Las muestras se
han preparado depositando unas gotas de la disolucién stock sobre un papel de filtro.
También se ha medido la magnetizacién de las muestrasa 300 Ky a 5 K.

++ Dispersion de luz dinamica (DLS)

Para conocer el radio hidrodinamico y el potencial Z de las nanoparticulas en disolucién,
se ha utilizado el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malverm Instruments), que se encuentra en
el Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica de la UPV/EHU.

+* Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica se ha utilizado para hacer un andlisis detallado sobre la funcionalizacién de
la superficie de las microesferas recubiertas por nanoparticulas. Se ha utilizado un
microscopio FEG-SEM Hitachi S-4800 del Servicio de Microscopia Analitica y de Alta
Resolucién en Biomedicina de los servicios generales SGlker.

+* Medidas de Hipertermia Magnética. Magnetometria AC

Esta técnica permite determinar los valores de SAR de las nanoparticulas una vez han
sido transferidas a fase acuosa y de las microesferas recubiertas. Las medidas de
hipertermia se han realizado en un magnetémetro AC disefiado y fabricado en el
Departamento de Electricidad y Electréonica de UPV/EHU, que genera campos
magnéticos capaces de saturar la muestra. Este equipo es capaz de generar hasta 90 mT
en un amplio intervalo de frecuencias (100-950 kHz). Para preparar la muestra, se
introducen disoluciones de NPs de magnetita de 1,2 mg/mL de concentraciény 2 % de
agar en capsulas de 100 pL.
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3. Resultados y discusidn

En primer lugar, se ha caracterizado el precursor de oleato de hierro(lll) y las
nanoparticulas de magnetita sintetizadas a partir de dicho precursor. A continuacién, se
han analizado las propiedades de las NPs de magnetita funcionalizadas con CTAB y
PMAQO; y finalmente, se han examinado las caracteristicas de las microesferas Embozene
TANDEMRT recubiertas con Fes0s@CTAB y Fes0.@PMAO.

3.1 Caracterizacion del oleato de hierro(lll)

Como precursor de las nanoparticulas de magnetita, se ha sintetizado un Unico oleato
de hierro(lll). Con objeto de conocer la informacion sobre el modo de coordinacion
metal-carboxilato, se ha realizado el espectro de infrarrojo del precursor en el rango 400
- 4000 cm™? (Figura 4a). En el intervalo ampliado (Figura 4b) aparecen 3 bandas
principales; la banda de vibracidn Vc-o correspondiente al grupo carbonilo en torno a
1700 cm™, la banda de vibracién asimétrica, Vas, del grupo carboxilato en torno 1500-

1600 cm™, la cual aparece desdoblada, y la banda de vibracion simétrica, Vsim, del grupo
carboxilato en torno 1400-1500 cm™. La presencia de la banda del carbonilo hace
referencia a un enlace idnico entre el metal y el ligando, o a una coordinacidn débil del
ligando. Por otra parte, definiendo como A la diferencia entre la banda asimétrica y
simétrica (A = Vas - Vsim), se ha constatado que para valores de A < 100 cm™ la
coordinacion metal-ligando seria una coordinacion bidentada y para valores A entre 110
- 200 cm™ apareceria una coordinacion tipo puente. [4°]

a) b)

Vco Vasim Vsim

. Tran;mitancia (u..a)
Transmitancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
v (em) v (cm)

Figura 4. a) Espectro de infrarrojos del oleato de hierro(lll) y b) ampliacién del espectro
en el intervalo 800-2200 cm™2.

Si se tiene en cuenta el desdoblamiento de la banda a 1600 cm™, valores A; =76 cm™y
A; = 151 cm™ obtenidos permiten deducir que en el oleato sintetizado se encuentran
presentes todos los modos de coordinacién mencionados previamente (bidentada,
puente y ligando libre/idnico). Esto da lugar a una distribucion homogénea de iones
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hierro(lll) en el oleato con diferente entorno y coordinacién que genera una ventana de
descomposicion térmica mas amplia y permitiria diferenciar la etapa de nucleacidon y de
crecimiento de las nanoparticulas de magnetita, y de esta manera generar particulas con
tamafios y morfologias homogéneas.

3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de Fes04

Como se ha comentado previamente, la descomposicion controlada del precursor de
oleato de hierro(lll) ha generado 3 tipos de NPs magnéticas, Fe3Os_A, Fe30s B vy
Fes0s_C. La caracterizacidon cristalografica de las muestras se ha realizado mediante
difraccién de rayos X (Figura 5).

(311)

400)
(511)
(440)

&

(422)

Fe3Oa_A

Intensidad (u.a)

- - (111)
- - (220)

“ Fe304_B

«| Fe30a_C

15 30 45 60 75 90
26 (°)

Figura 5. Difractogramas de las muestras Fez0s_A, Fe3s04_By Fe304_C.

Como se puede apreciar, en todos los casos se han obtenido los picos caracteristicos de
la magnetita (111), (220), (311), (400), (422) y (511). Por otra parte, no se ha observado
ningun pico correspondiente a la fase FeO (wiistita), con lo que se puede deducir que
las nanoparticulas estan formadas Unicamente por magnetita. En las muestras Fes04_A
y Fes04_B aparecen unos maximos (*) presentes en la zona de 26 = 20 - 25° que pueden
ser atribuidos a la cristalizacidon de alguno de los disolventes orgdnicos usados en la
sintesis, pudiendo eliminarse con sucesivas limpiezas. Por otra parte, en angulos
inferiores a los picos mads intensos se pueden apreciar maximos que no pertenecen al
difractograma de la magnetita (#). Este hecho se debe al deterioro del filamento de
wolframio y su deposicion sobre el anodo de cobre, emitiendo radiacion (WLai) con
longitud de onda similar a la del cobre y dando lugar a estos picos. Para determinar el
tamafio cristalino, se ha utilizado la ecuacion de Debye-Scherrer, como se presenta en
la ecuacidn (4), a partir del maximo principal (311). [0
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k-A
b= f-cost @

El factor de forma utilizado oscila entre 0.85 y 0.95, consiguiéndose valores en un
intervalo de 20 - 28 nm. A continuacidn, se han promediado los valores obtenidos para
cada muestra. En la tabla 2 se retnen los tamafios cristalinos y se comparan con los
obtenidos mediante la técnica de microscopia TEM.

Para estudiar el tamafo y la morfologia de las nanoparticulas de magnetita se han
realizado medidas de microscopia electrénica de transmisién (TEM). Una vez medido el
tamafio de aproximadamente 200 particulas, se ha ajustado mediante una funcidn
gaussiana. Para discutir la polidispersidad de tamafio de las muestras se ha utilizado el
parametro de dispersidad Brem, es decir la desviacién relativa de cada muestra. En la
Figura 6 se pueden apreciar las imagenes de TEM, asi como el histograma con la
distribucién de tamafios.

D=25.6+2.4nm D=20.3+1.5nm

25 : 25
20 g ’ B 20
15 e 15
10 . 3 10
5 o & 5

0

010 14 18 22 26 3 10 14 18 22 26 3

a1l s 3 7
10 14 18 22 26 30,
D (nm) D (nm)

D (nm)

Figura 6. Imagenes de TEM e histogramas de las muestras a) FesO4_A, b) FesO4_B y c)
Fes04_C. Barra de escala 50 nm.

La muestra Fes04_A presenta una morfologia octaédrica truncada y un didmetro medio
de 25 nm. Sin embargo, las muestras que han sido sintetizadas en escala x4 (FesOs_By
Fes0s4_C) presentan morfologias cuboctaédricas y un tamafio de 20 nm, quedando en
evidencia que la escala de sintesis afecta tanto a la morfologia como al tamafio
obtenidos. Es de destacar la similitud tanto morfolégica como de tamano entre ambas
muestras, a pesar del proceso de escalado llevado a cabo. De esta forma, queda
demostrada la versatilidad del proceso sintético para la produccidon de NPs de tamafio y
morfologia controlada. En lo que respecta a la distribucién de tamario, se han obtenido
muestras homogéneas, ya que en ningun caso el parametro Brem ha excedido el 10%.
Sin embargo, si se comparan las muestras sintetizadas a escala x4 con Fez04_A se puede
apreciar que al aumentar el volumen se obtiene una distribucién alin mas estrecha.

Tal como se deduce de la Tabla 2 los valores de los tamanos obtenidos a partir de TEM
y DRX son comparables, corroborando que las NPs preparadas son monocristalinas y
gue no presentan defectos cristalinos o maclas.

Como se ha explicado con anterioridad, al finalizar la sintesis, las nanoparticulas de
magnetita quedan recubiertas por ligandos de acido oleico. ElI andlisis
termogravimétrico es de utilidad para determinar la cantidad de materia organica que
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rodea al nicleo magnético y los ligandos que se encuentran por unidad de superficie, ya
que para un correcto recubrimiento se necesitan en torno a 5-15 ligandos/nm?. %/ En |a
Figura 7 se puede apreciar el perfil de descomposicién térmico de las muestras de
magnetita y en la Tabla 2 la materia organica y el nimero de ligandos por unidad de

superficie.
100 A
FesDa_B
95 1
S 90 4 Fe304_A
H 4 Fesz0a C
" 35 a3 4_
=
80
75 1
70 . - T T
0 200 400 600 2800
T (°C)

Figura 7. Termogramas de las muestras Fe304_A, Fes0s_B y Fe304_C.

Todas las muestras presentan un perfil de temperatura similar, diferenciado en 3 etapas.
La primera, en torno a 100 °C se aprecia una ligera pérdida de masa debido a la humedad
de la muestra. A continuacién, alrededor de 200-400 °C, se produce la descomposicién
de los ligandos organicos. Por ultimo, entre 650-700 °C, se aprecia la pérdida de masa
relacionada con los carbonatos o productos intermedios formados en la segunda etapa.
Se puede observar que la cantidad de materia orgdnica en el recubrimiento varia entre
las muestras. Las NPs mas pequefias, FesO4_C, con mayor relacién superficie/volumen
presentan un 27 % de ligandos y las mayores, Fes04_A y Fez0s_B, menores cantidades,
18 % y 11 %, respectivamente. En estos valores también se debe de tener en cuenta la
perdida de ligandos que se produce en los sucesivos lavados de las muestras.

Tabla 2. Resumen de la caracterizacidn quimica y estructural de las nanoparticulas
Fes0s_A, Fes0s4_B y Fe304_C. Tamaiio cristalino (Dprx), tamafio determinado por TEM
(D1em), polidispersidad (Brem), materia orgdnica (M.0.) y moléculas de acido oleico por
nm? de superficie de NP (ligando/nm?)

Muestra Dorx (nm) | Drem (nm) Brem (%) M.O. (%) Ligando/nm?
Fes0s_A 269+15 | 25.6+2.4 9.4 18.5 11
Fes04_B 248+t1.4 20.3+1.5 7.4 11.5 5
Fes04_C 22.1+1.3 20.1+1.5 7.5 27.9 14
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Una vez caracterizadas las propiedades quimicas y estructurales, es de interés analizar
el comportamiento magnético de las muestras de magnetita, ya que de éstas depende
su interés en aplicaciones biomédicas. En la Figura 8 se muestran las curvas M (H)
obtenidas a 5 K y temperatura ambiente, y en la Tabla 3 los datos mas significativos
obtenidos a partir de las curvas; saturacion de imanacion (Ms), campo coercitivo (Hc),
remanencia reducida (Mr/Ms) y la temperatura de la transicion de Verway.

1004 1004
a) b)
——Fe30a_A ——Fe30a_A
50{ [—~—Fe:04_B 504 |[——Fes0s_B
—=—Fe304_C —— Fe304_C
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100 -
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i 04 0
-504 -504
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Figura 8. Curvas M(H) de las nanoparticulas obtenidas a a) 5K y b) 300K.

Como se puede apreciar en la Figura 8b, todas las muestras presentan ciclo de histéresis
a temperatura ambiente pudiendo determinar que se hallan en el régimen
ferrimagnético. Los valores de campo coercitivo a 5 K oscilan entre 35-55 mT (véase
Figura 8a y Tabla 3), valores que se ajustan a los obtenidos en otros estudios para
nanoparticulas de magnetita. 32 En el caso de la muestra Fe304_A el valor del campo
coercitivo es superior a las otras dos muestras, debido al tamafio superior de las
nanoparticulas. En cuanto a los valores de saturacién a 5 Ky 300 K, son similares a los
de la magnetita en estado masivo (92 Am?/kg a 300K y 98 Am?/kg a 5K) para las tres
muestras. Sin embargo, en las muestras Fes04_By Fe304_C la reducciéon de la Ms de 5 K
a 300 K (~10 %) es algo superior que la de la magnetita pura (6.1 %), posiblemente por
defectos cristalograficos como vacantes de Fe?* o Fe3*. [28] Por otra parte, los valores de
Mr/Ms a 5 K de estas dos muestras se aleja del 0.5, predicho seguin el modelo de Stoner-
Wohlferth para monodominios uniaxiales sin interacciones magnéticas entre
particulas.i>!

Tabla 3. Imanacién de saturacion (Ms), variacion térmica de Ms, campo coercitivo (Hc),
remanencia reducida (Mr/Ms) y la temperatura de la transicién de Verway (Tv) de las
nanoparticulas de magnetita FesO4_A, Fe3Os_B y Fe304_C.

Ms 300 K Ms 5K | Variacion | Hc 300 K Hc5K | Mr/Ms | Mr/Ms
Muestra % Ms Tv (K)
(Am?/kg) | (Am?/kg) ? (mT) (mT) 300 K 5K
FesOa4_A 90 (2) 98 (2) 7.2 0.72 (1) 54.5(1) | 0.06(2) | 0.48(2) 101 (1)
Fes0. B | 88(2) 98 (2) 10.2 0.35(1) |34.0(1) |001(2) | 037(2) | 88(1)
Fes04 C | 90(2) 101 (2) 10.9 0.43(1) |349(1) |001(2)| 035(2) | 88(1)
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Por otra parte, en la Figura 9 se presentan las medidas M(T), es decir, las curvas ZFC-FC
para las tres muestras. Lo primero que se deduce de estas curvas es que todas las
muestras tienen la Tp por encima de temperatura ambiente.
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Figura 9. Curvas ZFC-FCy la derivada de la curva (en gris) de las muestras a) Fe304_A,
b) Fes04_ By c) Fe3s04_C.

Ademas, en el caso de la magnetita estas medidas aportan informacién suplementaria,
ya que en torno a 120 K se produce un cambio brusco en la susceptibilidad del material,
conocido como la transicién de Verway, que representa una transicion de fase cristalina
de cubica a monoclinica. Cuando la transicién de Verway estd ligeramente desplazada a
temperaturas inferiores a 120 K es indicativo de que la fase de magnetita no es
perfectamente estequiométrica y si es abrupta es indicativa de la alta pureza de la
muestra; en cambio, si la transicién en mas suave implica que el sistema tiene varias
composiciones. Una forma de analizar mejor la agudeza de la transicién es
representando la derivada de la curva ZFC, como aparece en las Figura9 a, by c. De la
posicién y del ancho de la derivada ZFC de las tres muestras se puede deducir que la
muestra FesO4_A es la que presenta la fase mas estequiométrica y con menor dispersién
de composiciones.

3.3 Caracterizacion de las nanoparticulas funcionalizadas

Previamente a la deposicidon de las NPs sobre las microesferas se ha llevado a cabo la
funcionalizacién de las mimas con los dos ligandos mencionados, CTAB y PMAO. Las
muestras Fes0s_A, Fes0s4_B y Fe304_C han sido funcionalizadas con CTAB, y una sola
muestra, Fes04_C, con PMAO. La efectividad de la funcionalizacién se ha analizado
mediante la técnica de DLS a partir de la cual se han determinado los tamafios
hidrodindmicos (Dh) y el potencial Z de las NPs (Tabla 4).

Tabla 4. Didmetro hidrodinamico (Dh) y potencial Z de las nanoparticulas recubiertas.

Muestra Dh (nm) Potencial Z (mV)
FesOs A@CTAB 1399+ 134 4.4+04
Fes0s B@CTAB 140 + 27 15.7+£0.2
Fes0s C@CTAB 727 51+£0.2
Fes0s_ C@PMAO 103+ 19 -39.1+1.5
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La muestra FesOs_A@CTAB presenta un tamaio hidrodinamico un orden de magnitud
superior al resto de las muestras, hecho indicativo de la formacién de grandes
aglomerados de nanoparticulas en el proceso de funcionalizacién. El resto de
compuestos presentan valores mas bajos, lo que puede significar que se han recubierto
grupos mas reducidos de NPs.

Como era de esperar las NPs recubiertas con CTAB presenta carga superficial positiva, y
las recubiertas con PMAO carga superficial negativa. Por otra parte, a la hora de analizar
la magnitud de la carga superficial de las muestras, las nanoparticulas Fes0s_C@PMAO
presentan el valor absoluto mas alto, es decir, esta es la muestra mas estable en agua.
Las que han sido recubiertas con CTAB presentan valores mas bajos, posiblemente
porque el proceso de recubrimiento es menos eficaz que con el PMAO, que mantiene
las cadenas hidrofdbicas unidas en la estructura polimérica.

Para obtener informacién visual de como se ha producido la funcionalizacién de las
nanoparticulas, se han realizado medidas de microscopia TEM (Figura 10).

a)Fe304_A@CTAB

d)Fe304_C@PMA

Figura 10. Imagenes de TEM de las nanoparticulas a) FesOs_A@CTAB, b)
Fes0s_B@CTAB, c) Fes04_C@CTAB y d) Fes04_C@PMAO. Barra de escala 250 nm

En la Figura 10 se puede apreciar que en todos los casos se han formado aglomerados
de nanoparticulas. Aunque en principio estos resultados parezcan contradictorios con
los resultados de Dh presentados en la tabla 4, hay que tener en cuenta que, debido a
la baja estabilidad en agua de los agregados mas grandes, es posible que en el periodo
de estabilizacion de la medida de DLS las agrupaciones de NPs hayan precipitado y no
hayan interaccionado con el haz de luz.
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3.4 Caracterizacion de las microesferas recubiertas con Fe;0s@CTAB y
F6304@PMAO

En este apartado se presentan los recubrimientos de microesferas Embozene TANDEMRT
con las NPs presentadas en la Tabla 4, siguiendo el protocolo descrito en el apartado
experimental.

La cantidad de NPs de magnetita depositada en la superficie de las microesferas se ha
determinado mediante magnetometria de muestra vibrante y los resultados se recogen
en la Tabla 5, junto con las cantidades de magnetita afiadidas inicialmente y el
rendimiento de proceso de recubrimiento.

Tabla 5. Muestra empleada en el recubrimiento de microesferas, cantidad de NPs
afiadida inicialmente, cantidad de NPs depositadas en la microplataforma y rendimiento
del proceso de recubrimiento

Muestra NPM Fes0; inicial | FesO, depositada NPs/ME Rendimiento
(mg) (mg) (%)
Embo 1 | Fes0, C@PMAO 2.70 0.270 1.45 107 10
Embo_2 | Fe;04_C@CTAB - 0.074 4.00 - 10° -
Embo_3 | Fes0, A@CTAB 2.21 0.660 1.82 - 10’ 30
Embo_4 | Fes0,_A@CTAB 0.60 0.220 6.08 - 10° 36
Embo_5 | Fes0,_A@CTAB 0.30 0.075 2.07 - 10° 25
Embo_6 | Fes0,_B@CTAB 0.60 0.147 7.94-10° 25
Embo_7 | Fe;0._B@CTAB 0.30 0.030 1.62 - 10° 10
Embo_8 | Fe3;0._B@CTAB 0.15 0.012 6.48 - 10° 8

Como se observa en la Tabla 5, todas las muestras presentan magnetita; por lo tanto,
las microesferas Embozene TANDEMRT pueden ser recubiertas tanto por los sistemas
Fe304@CTAB como por los sistemas Fes0.@PMAO.

La Figura 11 muestra micrografias de SEM de las microesferas Embozene TANDEMRT
antes del recubrimiento (Figuras 11a, b) y de las microesferas recubiertas mediante las
diferentes NPs y funcionalizaciones (Figuras c-j).

El procedimiento para recubrir microesferas con NPs de tipo Fes04@PMAOQ requiere de
una pre-modificacion de las microesferas con un polielectrolito positivo (véase apartado
experimental). Precisamente, en la Figura 11c se observa exceso de este polielectrolito
(PDAC), por lo que en este caso seria conveniente optimizar la etapa de pre-modificacién
para obtener mayores rendimientos de recubrimiento (>10 %, Tabla 5).

En cuanto a las microplataformas con Fes04@CTAB, se observa que las microesferas
recubiertas con NPs de mayor tamafio (FesOs_A) son mas eficientemente revestidas
(rendimiento=25-36 %, Tabla 5). Este hecho se muestra claramente en las micrografias
de SEM de las muestras Embo_3, Embo_4 y Embo_5 (Figuras 11e, f, g).
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Figura 11. Imagenes de SEM de a, b) microesferas sin recubrir, c) Embo_1, d) Embo_2,
e) Embo_3,f) Embo_4,g) Embo_5, h) Embo_6, i) Embo_7, j) Embo_8.Barra de escala
20 pum.
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Por el contrario, se observa que las microesferas recubiertas con NPs mds pequenas
(FesOs_B@CTAB) dan lugar a un revestimiento menos eficiente (muestras Embo_6, 7, 8
en Tabla 5y Figuras h, i, j).

Por ultimo, tanto en las plataformas compuestas por NPs de tipo Fe30s A@CTAB
(Embo_3, 4, 5) como en las formadas por FesOs_B@CTAB (Embo_6, 7, 8) se observa un
incremento del rendimiento de recubrimiento cuando se emplean cantidades iniciales
de magnetita mayores.

3.5. Evaluacion de la capacidad magnetotérmica de microesferas
recubiertas con Fe3;0,@CTAB y Fes0,@PMAO

Para conocer el potencial de las microplataformas fabricadas en terapias de hipertermia
magnética, se ha llevado a cabo un estudio exhaustivo de la capacidad magnetotérmica
de NPs funcionalizadas y de microesferas recubiertas con estas NPs. Se han analizado
dos tipos de NPs funcionalizadas, concretamente las muestras Fe3Os_A@CTAB y
Fes0s_B@CTAB, y tres tipos de microplataformas:

1) Embo_3 con un recubrimiento de 1.82 - 107 NPs de Fe304_A@CTAB por microesfera.
2) Embo_5 con un recubrimiento de 2.07 - 10® NPs de Fes0s_A@CTAB por microesfera.
3) Embo_6 un recubrimiento de 7.94 - 10° NPs de Fe3O,_B@CTAB por microesfera.

De esta manera ha sido posible estudiar tanto el efecto de la naturaleza de las NPMs
depositadas sobre las microesferas, como el de la cantidad depositada. Cabe mencionar
qgue la cantidad de magnetita en el resto de las microplataformas estd por debajo del
limite de deteccion del equipo, y por ello no han sido analizadas (Embo_1,2,7,8).
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Figura 12. Ciclos AC de las muestras FesOs_ A@CTAB y Fes0s B@CTAB medidas con
frecuencias de 132kHz (a, e), 294 kHz (b, f) y 634 kHz (c, g), asi como las curvas de SAR/f
(H) obtenidas en las tres frecuencias (d, h).
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La Figura 12 muestra los ciclos AC de las nanoparticulas Fe30s A@CTAB vy
Fes0s_B@CTAB inmovilizadas en agar medidas a tres frecuencias diferentes (132, 294 y
634 kHz). El objetivo de estas medidas es analizar el potencial de calentamiento que
presentan las nanoparticulas de 25 nm (Fe3O4_A) y de 20 nm (Fe304_B) funcionalizadas
con CTAB antes de ser insertadas en la microplataforma.

Los ciclos de histéresis correspondientes a la amplitud maxima de campo aplicado
alcanzan valores de imanacion significativamente menores que la imanacion de
saturacion de las muestras en magnetometria DC (véase figura 8b). Asi mismo, la forma
general de los ciclos de la figura 12 se aleja de la esperable en monodominios
magnéticos térmicamente estables segin el modelo de Stoner-Wohlfarth. Se aprecian
bajas imanaciones remanentes y menores campos coercitivos que en las muestras sin
recubrir FesOs_ Ay FesOs B.

En el caso de la muestra de mayor tamafio (FesOs A@CTAB) estas caracteristicas
sugieren una fuerte influencia de las interacciones dipolares entre particulas, fruto de la
intensa aglomeracion que se deduce de los resultados obtenidos en DLS mostrados en
la Tabla 4.

Para la muestra FesOs B@CTAB, compuesta de particulas significativamente mads
pequefias (20 nm), y con mucha menor tendencia a la aglomeracién, los resultados
obtenidos apuntan mas bien a los fendmenos asociados a la relajacidon térmica de la
imanacién, dado que la forma de la curva roja en Figura 12(h) se aproxima a la respuesta
magnética de particulas SPM.

350

FesOs_A@CTAB
50 r Fes0s_B@CTAB|]

0 20 40 60 80 100
p H (mT)

Figura 13. Comparacién de curvas SAR (H) de las muestras FesO0s A@CTAB vy
Fes0s_ B@CTAB a 132 kHz.

Comparando las muestras FesOs_ A@CTAB y FesOs_B@CTAB se ve cierta similitud con la
Figura 1b presentada en la introduccién. La muestra Fe3sOs_A@CTAB tiene un tamafio
mayor (25nm) y presenta una curva similar a las nanoparticulas ferrimagnéticas
teniendo valores de SAR ligeramente inferiores a la muestra Fes04_B@CTAB en campos
bajos y superiores en campos altos. Sin embargo, la curva de SAR no satura a campos
altos, lo que es indicativo de la alta interaccién entra NPs.
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Figura 14. Comparacion de las curvas de SAR (H) obtenidas a 132 kHz de las NPs
funcionalizadas y de las microesferas recubiertas con dichas NPs. a) Curvas de SAR (H)
correspondientes a las NPs FesOs_A@CTAB y a las microesferas Embo_3 y Embo_5. b)
Curvas de SAR (H) correspondientes a las NPs Fe3s0s_B@CTAB y a las microesferas
Embo_6.

En consonancia con los anteriores resultados, cuando se recubren las microesferas con
la muestra mds aglomerada y con nanoparticulas mds grandes (FesOs_A@CTAB), la
respuesta magnetotérmica (por gramo de magnetita) disminuye, ya que se consigue un
sistema con mas interacciones y aglomeracidon. Esta tendencia se ve también
comparando las microesferas Embo_3 y Embo_5 (Figura 14a). Teniendo en cuenta que
Embo_3 tiene una concentracién mayor de nanoparticulas en la superficie y un mayor
grado de aglomeracidn, es légica la disminucidn de la respuesta magnetotérmica.

Por otra parte, al recubrir las microesferas con nanoparticulas de menor tamafio vy
menor aglomeracién, el caso de Embo_6, la respuesta magnetotérmica mejora
ligeramente (Figura 14b).

A pesar de las diferentes caracteristicas de las nanoparticulas Fes0s_A@CTAB vy
FesOs_B@CTAB y las diferentes deposiciones llevadas a cabo sobre microesferas
(Embo_3, Embo_5 y Embo_6), las diferencias en la capacidad magnetotérmica de las
microplataformas (por gramo de magnetita) no es muy significativa (véase Tabla 6).

Debido a que en los tratamientos clinicos de embolizacidn se inyectan 2 mL de
Embozene TANDEMRT (3.4-107 microesferas) al paciente, es de interés estudiar el poder
magnetotérmico de una dosis (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de SAR por unidad de masa de magnetita e inyeccion en una dosis
clinica a 80 mT.

Muestra SAR (W/g) SAR (W/ inyeccion)
M19@CTAB 309
M37@CTAB 215
Embo_3 208 5.48
Embo_5 255 0.76
Embo_6 233 1.36
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Aunque, los valores de SAR (W/g) sean inferiores en las microesferas con mayor
concentracion de magnetita (debido al aumento de las interacciones dipolares), cuando
se hace un ensayo clinico de embolizacion se usan en torno a 3.4-107 microesferas. De
modo que si se comparan los vatios (W) producidos en esa cantidad de microesferas, se
observa que una dosis de microplataformas de tipo Embo_3 calentarian mucho mas que
una dosis con las microplataformas Embo_5y Embo_6 (Tabla 6).

Por ende, habria que contemplar también la posibilidad de recubrir las microesferas con
grandes cantidades de magnetita para conseguir un mayor rendimiento calorifico por
cada microesfera.
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4. Conclusiones

Se han conseguido NPMs de magnetita monodispersas y monocristalinas con tamafios
entre 20 y 25 nm, a partir de la descomposicion térmica controlada del oleato de
hierro(lll). Ademas, se ha llevado a cabo un proceso de escalado del método sintético
de NPMs, obteniendo resultados reproducibles. Las propiedades magnéticas obtenidas
en las NPMs (imanacién de saturacién y temperatura de Verway) son comparables con
las de la magnetita en estado masivo, lo que indica la alta calidad de la fase cristalina de
magnetita. Se ha llevado a cabo con éxito la funcionalizacién de las nanoparticulas con
las moléculas anfifilicas CTAB y PMAO, consiguiendo dispersiones estables en medio
acuoso. En cuanto a la agregacion de NPMs en el proceso de funcionalizacion, las
nanoparticulas de mayor tamafio forman aglomerados de mayor dimension debido al
incremento de las interacciones dipolares entre particulas.

Una vez se han funcionalizado las NPMs se ha llevado a cabo un trabajo sistematico de
recubrimiento de las microesferas Embozene TANDEMRT, consiguiéndose la deposicién
de nanoparticulas de tipo Fe3s0s@CTAB y Fe3s04@PMAOQO sobre la superficie de las
microesferas. Se ha observado que el rendimiento del proceso de recubrimiento
disminuye cuando aumenta la cantidad de magnetita empleada. Los sistemas de tipo
Fes0s@CTAB dan lugar a recubrimientos de microesferas mds eficientes en
comparacion con sus homadlogos de PMADO. En lo que a respuesta magnética se refiere,
se han obtenido valores de SAR entre 215-309 W/g para las nanoparticulas
funcionalizadas y 208-255 W/g para las microesferas recubiertas. En el caso de las
microesferas, cuanto mayor es la cantidad de magnetita depositada el valor de SAR (por
unidad de masa de magnetita) disminuye, debido a los efectos de aglomeracién. Sin
embargo, si se calcula la cantidad de calor que produciria una dosis habitual en terapias
clinicas de quimioembolizacién (aproximadamente 30 millones de microesferas), la
muestra con mayor concentracién de nanoparticulas es la que generaria el mayor
aumento de temperatura, por lo que, probablemente, las microplataformas mas
cargadas de NPs serian las mas prometedoras para desarrollar agentes terandsticos de
gran eficiencia y versatilidad.
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