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Resumen

El término nanomedicina se define como la rama de la nanotecnologia aplicada a
la medicina para la prevencion, diagnéstico y tratamiento de enfermedades
mediante el uso de nanoparticulas (NPs), es decir, particulas del rango
nanométrico (1 nm= 10 m). Desde hace mas de 30 anos, cuando se aprobd la
primera NP con aplicacion médica, no ha parado de crecer el desarrollo de nuevos
sistemas nanométricos que superan los inconvenientes de los farmacos
convencionales como la baja farmacocinética y farmacodinamica, alta toxicidad e
inespecificidad de accién. Entre las muchas aplicaciones, la principal area de
aplicacion de las NPs con potencial biomédico en el mercado y en desarrollo clinico

es el cancer.

La nanomedicina aplicada al cancer aborda los problemas de diagnéstico y terapia
con la introducciéon de técnicas mas personalizadas, especificas, eficientes y
localizadas, minimizando los efectos secundarios y toxicidad asociados a los
tratamientos antitumorales convencionales. Asi, el desarrollo de NPs posibilita la
administracion mediante nuevos sistemas de tamafio nanométrico de manera
especifica, y capaces de responder a estimulos para una liberacion controlada.
Ademés, los sistemas de nanoimagen permiten un alto contraste para el
diagnodstico preciso mediante técnicas no invasivas y permitiendo la deteccion
temprana. Esta Tesis Doctoral se engloba dentro del ambito de la nanomedicina
mediante el desarrollo y caracterizacion de NPs con potencial uso biomédico para

el diagnostico y tratamiento de enfermedades.

En cuanto al uso de NPs para el tratamiento de enfermedades se ha aprovechado
las potenciales caracteristicas de las NPs poliméricas como transportadores de
farmacos tales como biodegradabilidad, solubilidad en agua, baja toxicidad, larga
vida 1util y alta estabilidad durante su almacenamiento. Por tanto, se han

sintetizado y caracterizado una serie de sistemas de microgeles hibridos



Resumen

compuestos por nanoparticulas magnéticas (MNPs) de éxido de hierro recubiertas
por un polimero termosensible, N-isopropilacrilamida (pNIPAM), en los que se
han encapsulado los farmacos 5-fluorouracilo (5FU) y oxaliplatino (OXA),
ampliamente utilizados para el tratamiento antitumoral y en concreto del cancer
colorrectal. A través de la encapsulacién de estos agentes quimioterapéuticos en
NPs se superan considerablemente las limitaciones de estos tratamientos, como
su actuacién no especifica en los tejidos u érganos. Ademas, el 5FU muestra una
rapida metabolizacién y excrecion y el OXA provoca efectos adversos como la
neuropatia periférica, lo que limita el uso para el tratamiento del cancer
colorrectal. Asimismo, el uso de MNPs permite el direccionamiento hacia el tejido
u organo donde se requiere la acciéon del farmaco con el uso de campos magnéticos
externos, al mismo tiempo que genera calor en la zona facilitando la liberacién del
farmaco del microgel de pNIPAM, ya que este polimero, al ser termosensible, es
capaz de responder a estimulos externos, como la temperatura, para facilitar la
liberaciéon controlada de las moléculas encapsuladas. En este contexto, la
asociacion de farmacos citotéxicos a NPs poliméricas con ntcleo magnético supone
un importante camino para mejor la eficiencia de liberacion y actuacion,
reduciendo los efectos adversos asociados a la dosis de los farmacos

anticancerigenos.

Por otro lado, otro de los principales ambitos de actuacién de la nanomedicina es
en el diagndstico a través de NPs para bioimagen. Las NPs fluorescente como
agentes de contraste para imagen por fluorescencia juegan un papel fundamental
en el dmbito de la bioimagen, permitiendo obtener informaciéon de érganos y
tejidos de organismos vivos, con potencial aplicacién a nivel clinico. Las técnicas
convencionales utilizadas para el diagnostico mediante imagen se basan en el uso

de radiacion ionizante, que acarrean grandes inconvenientes, como la toxicidad,
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baja sensibilidad y resolucién espacial. Para superar estas limitaciones, se han
desarrollado, optimizado y caracterizado NPs de sulfuro de plata (Ag.S) para
bioimagen mediante fluorescencia, capaces de emitir entre los 1000 — 1350 nm
(region NIR-IT o segunda ventana bioldgica). Se tratan de NPs biocompatibles,
con elevada estabilidad fotoquimica, sensibilidad e intensidad de emision.
Ademés, evitan los problemas asociados a la fluorescencia al trabajar en la
segunda ventana biolégica, como la autofluorescencia de los tejidos y el scattering,
consiguiendo una alta profundidad de penetracién de la luz en los tejidos y alta

resolucion de imagen.

Se espera que el desarrollo en nanomedicina siga creciendo en los proximos afos,
ya que ofrece ventajas tinicas para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades,
especialmente del cancer. Las NPs aqui desarrolladas muestran un gran potencial
en esta area, por lo que es fundamental continuar la investigacién y desarrollo

para, en un futuro, poder llegar a tener utilidad clinica.

Palabras clave: nanomedicina, liberacién controlada de farmacos, diagnéstico,
bioimagen, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas poliméricas, pNIPAM,

sulfuro de plata.
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Introduccion




Introduccion

1.1. Nanomedicina

El prefijo “nano” deriva del griego vavoc¢ que significa “enano”. Un nandémetro
(nm) equivale a una mil millonésima parte de un metro, por tanto, cuando
hablamos de nanotecnologia nos referimos a la ciencia e ingenieria implicada en
el disefio, sintesis, caracterizacién y aplicaciéon de materiales y sistemas en la
escala nanométrica.! A dicho tamano, se producen los denominados “fenémenos
de nanoescala”, que son cambios en las propiedades fisicas y quimicas de la
materia respecto a los observados macroscopicamente, como la conductividad
eléctrica, el color, la resistencia o la elasticidad. Estas caracteristicas son la base
para la aplicacion de la nanotecnologia en un amplio espectro de campos de
investigacion, entre los que destacan los materiales, el medioambiente, la

electrénica, la energia y la medicina.

La explotacion de la nanotecnologia en el campo de la medicina, la nanomedicina,
tiene como objetivo el desarrollo de herramientas para el diagnoéstico, la
prevencion y el tratamiento de enfermedades, de manera méas rapida, eficaz y
especifica, superando los inconvenientes asociados a la medicina convencional.” En
los dltimos anos, la nanomedicina ha sufrido un crecimiento espectacular,
generando un importante impacto econémico, impulsado ademas por el propdsito

de proporcionar avances en términos de atencién médica personalizada.®

La herramienta principal de trabajo en la nanomedicina son las nanoparticulas
(NPs), es decir, particulas que se encuentran en el rango de los nanémetros, y que
pueden aplicarse en el ambito médico en, principalmente, tres areas de actuacion:
el diagnéstico (nanodiagnéstico), la liberacién controlada de farmacos

(nanoterapia) y la medicina regenerativa.*
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1.2. Importancia de las nanoparticulas en medicina

Actualmente existen alrededor de 80 NPs aprobadas para el uso médico por la
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA); y més de 230 en desarrollo clinico. La
gran mayoria de los nanofarmacos que se encuentran en el mercado o en desarrollo
estan indicados para el tratamiento de un gran rango de canceres. Principalmente,
se tratan de nuevas formulaciones de farmacos quimioterapéuticos existentes,
como docetaxel, paclitaxel y cisplatino, cuyo uso clinico esta limitado debido a los

efectos secundarios y a la toxicidad.

El cancer es uno de los principales problemas de la salud mundial.’® Se trata de
una enfermedad compleja, que abarca una serie de trastornos caracterizados por
el crecimiento continuo e incontrolado de las células cancerosas. Para afrontar
este reto es necesario un diagndstico temprano, preferiblemente en estadio

precanceroso, ademas de tratamientos mas efectivos.

Las terapias convencionales utilizadas para el tratamiento del cancer incluyen
métodos invasivos, no especificos y no personalizados, tales como la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia para eliminar las células cancerosas, y que poseen
importantes limitaciones.® Por un lado, la cirugia no puede utilizarse en todos los
tipos de canceres y puede implicar la pérdida de un érgano. La radioterapia mata
las células cancerosas, pero también dana a las células sanas de los alrededores.
La quimioterapia, método mas utilizado por si solo 0 en combinacion con otros
tratamientos, se trata de un procedimiento agresivo y con baja eficacia en los
estadios mas avanzados del cancer, debido a la baja especificidad y a la toxicidad,

que limitan la dosis.
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La nanotecnologia ofrece nuevas soluciones para el desarrollo de tratamientos para
el cancer, superando las limitaciones de las terapias convencionales y mejorando
la eficacia y seguridad.” En este escenario, las NPs juegan un papel fundamental,
principalmente porque poseen propiedades tinicas en la nanoescala y sirven como
transportadores 6ptimos de moléculas o agentes macromoleculares, lo que permite
la unién de la NP a la superficie celular y la liberacion del farmaco en su interior.
En la figura 1 se esquematiza como las NPs permiten su direccionamiento hacia
la zona del tumor, evitando la accién del farmaco anticancerigeno por todo el

cuerpo y por ende, los efectos secundarios de estos.

Terapia Terapia dirigida
sistémica con NPs

Figura 1. Representacion esquematica de la administracion de farmacos para la terapia

contra el cancer: tratamientos sistémicos frente a terapias dirigidas con nanoparticulas.®
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Las principales ventajas que pueden aprovecharse para las aplicaciones biomédicas

SO11:

Las caracteristicas propias de cada NP, como tamano, forma,
composicién y propiedades de la superficie, que pueden modificarse con
facilidad para ajustarse a los requerimientos de liberacion de farmacos,
evitando la degradacion de estos.

Las modificaciones en la superficie mediante anticuerpos o ligandos
especificos permiten el direccionamiento o vectorizaciéon de las NPs,
ademas de mejorar la interacciéon con otros materiales y el organismo.
Los farmacos que en la naturaleza son altamente hidréfobos pueden
modificarse a hidrofilos, permitiendo su transporte en medios biologicos,
y viceversa, segtin las necesidades y aplicaciones. Ademas, proporcionan
proteccion al farmaco frente a la metabolizacién y excrecion, aumentando
el tiempo de circulacion y la biodisponibilidad, y por tanto influyendo en
el perfil farmacocinético del compuesto.

La liberacién de farmacos puede ser controlada y localizada, ademas de
transportarse de forma dirigida al sitio de accién, consiguiendo una
accion farmacoldgica éptima y sostenida.

Las NPs con fines biomédicos no poseen toxicidad y son eliminadas de

forma segura del organismo.

Como resultado de las caracteristicas tan insélitas, las NPs tienen multitud de

aplicaciones, tanto terapéuticas como de diagnostico; pudiéndose formular

infinitud de NPs, de un solo material o de composiciéon compleja, y con tamano,

forma y caracteristicas especificas. Serd importante definir las caracteristicas

fisicoquimicas de cada NP relacionadas con su aplicacion.®
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Por tanto, las tres areas principales en las que las NPs juegan un papel
fundamental en la nanomedicina son: liberacién de farmacos, diagnostico y

combinacion de terapia y diagndstico (terandsticos).

El término “terandstico” hace referencia a la aplicacion de NPs que exhiben las
caracteristicas de diagnéstico y terapia en una sola entidad.” En la figura 2 se
esquematiza una nanoparticula teranodstica y las propiedades fisicoquimicas

modificables.

Farmaco

\‘{/ Molécula para vectorizacién

O Nanoparticula magnética

Nanoparticula imagen

&J Polimero biocompatible

Propiedades superficiales
(Vectorizacién/Biodistribucion)

Figura 2. Representacién esquematica de una nanoparticula teranéstica, con capacidad
de diagnéstico y terapia por si misma. Las caracteristicas fisicoquimicas regulan Ia
farmacocinética, biodistribucion y toxicidad in vivo.’

Estas funcionalidades tan interesantes estan mediadas por la vectorizacion de las
NPs hacia el tejido de interés y la biodistribucién. Podemos distinguir distintas
estrategias de vectorizacion, como la pasiva, la activa o la liberacién controlada
por estimulos. Se abordara posteriormente con mas detalle la vectorizacion de las

NPs.
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1.2.1. Farmacos anticancerigenos en nanoparticulas

Aprovechando las caracteristicas de las NPs como sistemas para la liberacién
controlada de farmacos, se permite la reduccion de la cantidad de farmaco y la
frecuencia de la dosificacién gracias a liberacion selectiva en los tejidos diana,
evitando los efectos secundarios asociados a los tratamientos tradicionales. En
esta Tesis Doctoral se ha trabajado con los farmacos 5-Fluoruacilo y Oxaliplatino,

ambos ampliamente utilizados para el tratamiento del cancer.

e 5-Fluoruracilo

El 5-Fluorouracilo (5FU) es uno de los compuestos quimioterapéuticos mas
utilizados para el tratamiento de una gran variedad de tumores como el cancer

1011 Se trata de un

colorrectal, el de mama, el de pancreas o el gastrico.
antimetabolito andlogo de la pirimidina que inhibe la timidilato sintasa

impidiendo la formacién timina a partir de timidilato, y por ende, la sintesis de

ADN y ARN durante la fase S del ciclo celular.”” *

Resulta un farmaco de gran interés para la incorporacion en sistemas de liberacion
controlada en respuesta a estimulo como las NPs poliméricas,'”” debido a que
ademas de tener una escasa absorcion oral, presenta una corta vida media
plasméatica al metabolizarse rapidamente en el organismo, lo que afecta a la
respuesta terapéutica del farmaco. Por tanto, mediante la encapsulacion en NPs
se protege al farmaco de la degradacion tras la administracion, ademas mediante
la. vectorizacion, se dirige al sistema para la liberacion en el tejido diana, y

finalmente se libera respondiendo a estimulos como puede ser pH o temperatura.
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De este modo, se mejora la biodisponibilidad y se disminuye la dosis utilizada, y

por ende los efectos téxicos asociados. 6

e Oxaliplatino

El oxaliplatino (OXA) es un farmaco antitumoral de tercera generacién basado
en el platino que se utiliza actualmente como medicamento de elecciéon para el
tratamiento del cdncer colorrectal.'” Se trata de un agente alquilante analogo del
cisplatino, con efecto sinérgico a las fluoropirimidinas como el 5FU, por lo que se

suele indicar combinados.®

A pesar de su eficacia clinica, el principal inconveniente es la acciéon no selectiva
del oxaliplatino sobre las células normales y tumorales, lo que provoca cantidad
de efectos adversos asociados a la dosis como neurotoxicidad, cardiotoxicidad,
reacciones gastrointestinales y de hipersensibilidad.’ Estas limitaciones pueden
superarse mediante el desarrollo de nanosistemas para la administracion de

farmacos en respuesta al microambiente tumoral.?® *

1.3. Tipos de nanoparticulas

Podemos clasificar las NPs segin multitud de criterios, pero si nos centramos en
su quimica, se clasifican en dos grupos: orgénicas e inorganicas (figura 3). En esta
Tesis Doctoral se han desarrollado nanoparticulas de ambos tipos,

especificamente: magnéticas, poliméricas y semiconductoras.
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Componentes | -. 7
organicos s

Pequeiias Polimeros Lipidos Dendrimeros
moléculas

Componentes Q
inorganicos

e @ @

Oro Plata Silice Hierro  Quantum dot Tierras raras Carbono

Figura 3. Principales tipos de componentes organicos e inorganicos utilizados para la

sintesis de nanoparticulas.”

Entre estos tipos, destacamos, al ser su relacién directa con el contenido de este
trabajo, las MNPs, poliméricas y las NPs inorganicas semiconductoras de sulfuro

de plata.

e Nanoparticulas magnéticas (MNPs)

Las MNPs se componen de elementos metalicos magnéticos, como hierro, niquel,
cobalto o de sus 6xidos como la magnetita o ferritas. Las mas utilizadas son las
formadas por éxido de hierro, en forma de magnetita (FesOs) o maghemita
(v-Fe203), de un tamano inferior a los 50 nm y con caracteristicas
superparamagnéticas, sin magnetizaciéon remanente una vez que se retira el campo
magnético. Estas propiedades, ademas de la  biocompatibilidad vy
biodegradabilidad (pasando los iones de hierro al organismo y determinadas rutas
metabodlicas después de ser metabolizadas), hacen de las MNPs unos elementos

indispensables en el campo de la nanomedicina.?

25



Introduccion

Los procesos de sintesis en el laboratorio son sencillos y baratos, destacando el
método de coprecipitacion en medio acuoso, por microemulsiones, o mediante
sintesis hidrotermal y descomposicién en medio organico.?”” Ademas, es comun la
modificacion de la superficie con tensoactivos, lo que facilita la estabilizacion de
las NPs en suspension coloidal, ya que se contrarrestan las fuerzas de Van der

Waals e interacciones magnéticas entre ellas.?*?

Las MNPs son unas de las nanoparticulas mas estudiadas, debido a la multitud
de aplicaciones en nanomedicina. Su capacidad terandstica — terapia y diagnostico
— reside en la utilidad de ser empleadas en el tratamiento mediante aplicacion de
un campo magnético alterno externo que eleve la temperatura (hipertermia); en
el transporte y administracion guiada de farmacos; o como agentes de contraste
para las imégenes de resonancia magnética (Magnetic Resonance Imaging,
MRI).*3! Otras ventajas que se destacan son la separacién magnética de células
o compuestos, o como biosensores.*** En la figura 4 se esquematiza las MNPs con

aplicaciones terandsticas en cuanto a diagnostico y terapia.
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Nanoparticulas magnéticas teranosticas

Campo
magnético

Células
cancerigenas

e 8 Tratamiento
q 1& Hipertermia
)

Diagnéstico :
MRI @

Nanoparticulas
magnéticas

Liberacion dirigida
de farmacos/genes

Figura 4. Aplicaciones terandsticas de las nanoparticulas magnéticas. Diagnoéstico por
MRI, tratamiento por hipertermia y liberacién dirigida de farmacos o genes.

El diagnéstico por MRI se basa en la utilizacion de campos magnéticos para
alinear los momentos magnéticos nucleares de los atomos de hidrégeno del agua
en el cuerpo, y permite la diferenciacion de érganos segin la proporcion de agua
en cada uno de ellos. La utilizacion de MNPs como agente de contraste esta
sustituyendo cada vez mas al gadolinio, ya que estas producen imagenes de mayor

contraste y no son toxicas.*

El tratamiento de tumores por hipertermia se basa en la exposicion de la region
del cuerpo a tratar a altas temperaturas, lo que permite danar o destruir las
células cancerosas. Aqui, las MNPs se postulan como una herramienta
prometedora para la eliminacion no invasiva de pequenos tumores utilizando calor

inducido magnéticamente.***® Con la ayuda de un campo magnético externo, estas
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NPs pueden dirigirse a la zona especifica a tratar y adentrarse en el interior celular
gracias al efecto de permeabilidad y retencién aumentada (del inglés Enhanced
Permeability and Retention, EPR). Una vez en el interior de las células
cancerigenas, se produce el aumento de temperatura que permite la eliminacion

de las células cancerigenas.

e Nanoparticulas poliméricas sensibles a estimulos externos:

pNIPAM

Las NPs poliméricas, en general, son muy utilizadas en nanomedicina ya que se
sintetizan facilmente y muestran caracteristicas tutiles para el transporte y
liberacién de farmacos, proteinas, ADN, genes etc., tales como: biodegradabilidad,
pequeno tamano (10 - 1000 nm), solubilidad en agua, no toxicidad, larga vida util

y estabilidad durante el almacenamiento.*”

Los polimeros no sensibles a estimulos externos mas utilizados en biomedicina
son, entre otros, poli-e-caprolactona (PCL), acido poliglicdlico (PGA), &cido
polilactico (PLA) o polietilenglicol (PEG). Los hidrogeles preparados con estos
polimeros muestran un interés especial, ya que forman estructuras poliméricas
entrecruzadas y son capaces de retener agua como consecuencia de su estructura

tridimensional.

En el caso de NPs poliméricas sensibles a estimulos, estas se caracterizan por la
capacidad de responder a diferentes parametros fisicoquimicos, tales como el pH,*
la temperatura,® la luz, la naturaleza del disolvente o la fuerza mecéanica. El
cambio en los valores de estos parametros resulta en modificaciones de la

estructura secundaria, de las dimensiones de sus cadenas, de la solubilidad o de
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su asociacion intermolecular. Este hecho puede ser aprovechado para, por ejemplo,

controlar o modular la liberacién de moléculas activas de interés.

Los polimeros més estudiados para la administracion de farmacos en el
tratamiento del cancer son los sensibles a la temperatura y al pH. Esto es debido
a que el microentorno que rodea a las células tumorales es diferente al que rodea
a las células sanas, de pH maéas bajo y temperatura mas alta; por lo que dicho
microentorno puede utilizarse para la vectorizacion pasiva. Por ejemplo, las NPs
sensibles al pH permanecen estables a un pH fisiolégico de 7.4; pero colapsan para
liberar el farmaco antitumoral en los tejidos diana que presentan valores de pH
mas bajos. De igual modo, los polimeros termosensibles desestabilizan su
estructura liberando los compuestos activos en entornos tumorales que muestran

una mayor temperatura.

La utilidad de los polimeros capaces de responder a estimulos destaca del resto
sobre todo en aplicaciones biotecnologicas. Por ello, y por las caracteristicas de
los hidrogeles, en este trabajo resaltamos el polimero poli( N-isopropilacrilamida),
pNIPAM.* Se trata de uno de los polimeros mas utilizados, capaz de formar
hidrogeles y microgeles sensibles a la temperatura. Este polimero se prepara por
entrecruzamiento quimico del monémero N-isopropilacrilamida (NIPAM) junto

con N,N'-metilenbisacrilamida (BIS) como agente entrecruzante.'*!!

El microgel de pNIPAM experimenta una transiciéon de fase en volumen reversible
(VPT) a la temperatura critica de transicién de fase (LCST, lower critical solution
temperature) de alrededor de 32 °C en agua.*? Esto significa que el microgel se
expande por la incorporacién de moléculas de disolvente (habitualmente, agua) a
la temperatura menor que LCST, debido a la formacion de enlaces de hidrogeno

entre el agua y los grupos de acrilamida. Por el contrario, por encima de la LCST,
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las moléculas de agua son expulsadas debido a la ruptura de los enlaces de
hidrégeno propiciada por la polarizacién del agua como por el efecto de la tension
superficial. Cuando el microgel colapsa, las interacciones hidréfobas entre los

447 En la figura 5 se representa

grupos isopropilo se convierten en las dominantes.
el cambio de fase del microgel del estado expandido al estado colapsado en funcion

de la temperatura, y los cambios que se dan en la estructura.

n [o)
o AP~H
H/ \H‘\ofc\N/H
: T = LCST estado
o 5’/“ )\
M=o —)
X
H\O/H H/O\H
X
Y :
5 O H Y T < LCST estado
He o n oMy

Microgel en Microgel en
estado expandido estado colapsado

Figura 5. Esquema de la transicién de fase entre el microgel en estado expandido
(izquierda), y el microgel en estado colapsado (derecha) en funcién de la temperatura.
Se representa la estructura de pNIPAM para ambos estados con la presencia de los
enlaces de hidrégeno en el expandido y la ausencia en el colapsado.
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e Nanoparticulas inorganicas semiconductoras: sulfuro de plata

A parte de las NPs inorganicas magnéticas ya mencionadas, existe una amplia
gama de nanomateriales inorganicos innovadores que se estan investigando
actualmente por su potencial terapéutico y para la utilizaciéon en nanodiagnéstico,
como el oro, la plata, las nanoesferas de silice, los puntos cuanticos, los puntos de
carbono y los nanotubos de carbono.”* ™ En concreto, en esta Tesis Doctoral

hemos trabajado con NPs semiconductoras.

Las NPs semiconductoras se forman a partir de los cationes Cut, Ag*, Cd*", Zn*",
Hg?*, Pb*", Ga*" o In**, y los aniones S*, Se*, Te*, N*, P* o As*.® Enfocandonos
en los calcogenuros de plata, las NPs de sulfuro de plata muestran posibilidades
de aplicacién en biomedicina, ya que tienen una alta estabilidad fotoquimica,
biocompatibilidad, no presentan en su composicién metales pesados como Cd, Hg

o Pb, que son téxicos y, ademas, emiten en la segunda ventana de infrarrojo

cercano (NIR-II, 1000-1700 nm).

Esta 1ltima propiedad es importante porque la obtencién de imagenes
fluorescentes en la region NIR-II reduce la dispersion y la absorcion de los tejidos,
y con ello, la obtencién de imagenes in vivo en este rango espectral proporciona
una mejor resolucién de las iméagenes a mayores profundidades en los tejidos.*
Por tanto, las NPs semiconductoras tienen un especial interés en el campo del

diagnéstico.
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1.4. Modificaciones en la superficie

La efectividad terapéutica de las NPs como sistema transportador de farmacos y
como sistema para diagnostico depende en gran medida de su reconocimiento,
penetracién a través de las barreras, internalizacion, formacién de la corona
proteica, retencion en las células deseadas y escape del aclaramiento renal. Estas
propiedades estan estrechamente relacionadas con las propiedades de la superficie
de las NPs. En la figura 6 se resume las interacciones biologicas relacionadas con

las propiedades fisicoquimicas de la superficie de las NPs.

Los procesos indicados estan mediados por la superficie de las NPs, que se
encuentra expuesta al organismo. Ademas, como se ha mencionado, la superficie
de las NPs tiene vital importancia para la estabilidad de estas en suspensién y
durante el proceso de sintesis, ademas, los grupos funcionales de la superficie

pueden servir de anclaje para otras moléculas.

Penetracion a Escape del

través de las aclaramiento

Tamarno
=]
*

Carga superficial

barreras

Formacion de la Internalizacion

corona proteica celular

Figura 6. El tamafio y la carga de la superficie de las NPs van a determinar la
interaccion en las actividades biologicas y por ende el potencial como método de

diagnéstico o tratamiento.™
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A continuacién, se analiza de forma breve el efecto de los tensoactivos, la carga

de la superficie y la PEGilacion de las NPs.

o Tensoactivos

Los tensoactivos se utilizan para estabilizar las NPs, aportando una capa
protectora y evitando la agregacion de estas. El bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) es uno de los tensoactivos méas utilizados para las NPs metdlicas. Se trata
de un tensoactivo catiénico que forma una bicapa con carga positiva sobre la
superficie de las NPs.* La presencia de dichas cargas previene la agregacién de
las NPs en agua debido a la repulsion electrostatica. En la figura 7 se representa
la bicapa con carga positiva que forma el CTAB en la superficie de una NP y que

impide la agregacion en suspension.

Figura 7. A) Estructura de la molécula de CTAB y B) esquema de la estructura de una
NP metélica recubierta por CTAB (por ejemplo, Fe;O0,QCTAB).
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o (Carga de la superficie

La carga de la superficie de las NPs determina la biodistribucién, internalizacion
celular y la interaccion con los ambientes biolégicos. Generalmente, las NPs con
carga positiva tienden a internalizarse més facilmente que las neutras o las
cargadas negativamente.” Esto puede ser debido a que el glicocalix epitelial
(envoltura que recubre a la membrana celular) presenta carga negativa, por lo
tanto, las NPs con superficie catiénica sufren atraccion electrostatica hacia este,
favoreciendo la penetracion.”®® Sin embargo, es importante definir la carga
especifica de cada NP ya que la carga negativa nos aporta la ventaja de una
mayor distribucién en el organismo al existir una menor interaccion electrostatica

con el glicocalix.>**"

La carga de la superficie de las NPs también desempefia un papel importante en
la, opsonizacién por anticuerpos, proceso por el cual se marca a un patogeno para
su ingestion y destruccién por fagocitos. Cuando las NPs entran en contacto con
medios que contienen proteinas, como los fluidos biologicos, adquieren
rapidamente una capa superficial de proteinas, conocida como corona proteica.®
Esta influye sobre las propiedades de la superficie de las NPs, pudiendo cambiar
la carga total (potencial zeta), el didmetro hidrodindmico y la agregacion entre
ellas.?5% Por tanto, las NPs con cargas positivas o negativas interactian
fuertemente con las proteinas plasmaticas y son eliminadas rapidamente del
torrente sanguineo por los macrdfagos. Sin embargo, las NPs con naturaleza
neutra, evitan la interaccién con las proteinas opsoninas (moléculas coadyuvantes
de la fagocitosis), como las albiminas, fibronectinas e inmunoglobulinas, por lo
que no se reconocen como antigenos y por tanto muestran una mejor

biodistribucion al no ser destruidas.
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e PEGilacién

El recubrimiento de la superficie de las NPs con polietilenglicol (PEGilacién), un
polimero hidréfilo y biocompatible, reduce la carga de la superficie de las NPs y
las enmascara al proceso de opsonizacion. Esto es debido a que minimiza las
interacciones inespecificas con las proteinas y por tanto evita su captacion por las
células macrociticas.” Ademas, produce una mejora del tiempo de circulacion de
las NPs en la sangre, al evitar la captura por el sistema reticuloendotelial.®"%
Gracias a las propiedades que aporta a las NPs, se trata de una de las estrategias
mas utilizadas en modificaciones en la superficie de NPs para el tratamiento y

diagnostico.

1.5. Vectorizacion

La penetracion de los farmacos en el tejido tumoral es un factor limitante para el
éxito de una terapia anticancerigena. La distribuciéon de las NPs en el interior de
estos tejidos y sus células estd definida por las propiedades fisicoquimicas de las
NPs y por las estrategias de vectorizacion.” Esta puede ser tanto pasiva, gracias
al efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR) en las células tumorales,
como activa, para la direccion selectiva de los farmacos cancerigenos a las células
a tratar. En la figura 8 se esquematiza las estrategias de vectorizaciéon pasiva y

activa de las NPs para el tratamiento del cancer.
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Figura 8. Estrategias de vectorizacion de las NPs para la distribucién y liberacién de
farmacos anticancerigenos.

e Vectorizacion pasiva: efecto de permeabilidad y retencion aumentada

La vectorizacion pasiva se fundamenta en el efecto de permeabilidad y retencién
aumentada (del inglés Enhanced Permeability and Retention, EPR). Este efecto
es debido al rapido crecimiento de los tejidos tumorales. En el endotelio se generan
fenestraciones de entre 200 y 600 nm a través de las cudles las moléculas pequenas
y nanoparticulas pueden difundirse mas facilmente, acumulandose por tanto las
NPs de manera preferencial en los tejidos tumorales.® En la figura 9 se muestra
las diferencias en el endotelio entre un tejido sano y un tejido tumoral y la

acumulacién de las NPs gracias al efecto EPR.
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Gracias al efecto de permeabilidad y retencion aumentada, cuando se inyectan
NPs con tamanos en torno a 100 nm por via intravenosa, las NPs inyectadas
penetran con mayor facilidad en tejidos tumorales, donde tienden a quedar
atrapadas. Por este motivo, un ajuste en el tamano de las NPs permite su
acumulacion pasiva en los tejidos tumorales. Drogas anticancerigenas como los
liposomas de doxorrubicina (Doxil®/Caelyx®) o el nab-paclitaxel (Abraxane®)
son ejemplos comerciales del aprovechamiento del EPR en tratamientos de

tumores por quimioterapia avanzada.®

a) Tejido sano b) Tejido tumoral

O ® O QO
o .04 o
O
&

O

@) e O
) © @
SRl &

Célula no cancerigena @  Célula cancerigena

Célula endotelial () Nanoparticula no vectorizada

Figura 9. Acumulacién diferencial de nanoparticulas no vectorizadas en a) tejido sano y
b) tejido tumoral. El efecto EPR permite a las NPs acumularse de manera preferencial

en los tejidos tumorales, en los que liberan los compuestos activos.
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e Vectorizacion activa: terapia dirigida

El objetivo principal de la vectorizacion activa es el direccionamiento de las NPs
hacia una diana determinada (6rgano, tejido o célula), de manera que se anade
ligandos especificos para receptores concretos expresados en el lugar de accion.
Las células tumorales sobreexpresan diferentes receptores en la superficie debido
a la mayor necesidad de nutrientes que requieren, al tener un mayor y mas rapido
crecimiento que las células sanas. Aprovechando esta sobreexpresion, la
vectorizacion activa de NPs se basa en el anclaje de ligandos que sean
especificamente reconocidos por las células tumorales, tales como proteinas,
anticuerpos, acido félico, carbohidratos, o macromoléculas como péptidos,
aptameros y oligonucleétidos.* Mediante la vectorizacién activa, se produce la
internalizacién especifica por las células tumorales a través de la endocitosis
mediada por receptores, sin afectar a las células sanas vecinas, y permitiendo la
acumulacion del farmaco en la zona del tumor. En la figura 10 se muestra dianas
sobreexpresadas en las células tumorales, ttiles para la funcionalizacion de las

NPs para la vectorizacion activa.
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Figura 10. Moléculas diana ttiles para la vectorizacién activa de NPs.®

Queda demostrado el potencial de las NPs para la utilizacién en el ambito
biomédico, es decir, la nanomedicina, perfilindose como un area con un gran
potencial en el futuro préximo, especialmente en las aplicaciones de diagnéstico y
tratamiento de enfermedades. Sin embargo, no hemos de olvidar que se trata de
un area aun en estudio y crecimiento, por lo que ain quedan muchos aspectos en

los que son necesarios seguir investigando y mejorar.

Uno de los temas de principal conflicto es que atn no existen guias de seguridad
de los cuerpos oficiales de regulatoria como la EMA o la FDA con relacién a la
evaluaciéon de nanomedicinas e inmunotoxicidad. Esto es debido a que no se han
desarrollado suficientes estudios de los efectos inmunoldgicos y la toxicidad

producida por las NPs. Una mayor comprension de las causas de la nanotoxicidad
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mejoraria el diseno y desarrollo de NPs con uso biomédico y, por tanto, poder

evitar la acumulaciéon de NPs en el cuerpo, la toxicidad y los efectos adversos.

Como se observa en la figura 11, los datos obtenido de la base de datos Web of
Science muestra que la produccion cientifica relacionada con el area de la
nanomedicina ha seguido un crecimiento continuado a lo largo de los anos. Se
espera que el mercado de la nanomedicina siga ascendiendo exponencialmente de
manera que puedan llegar a ensayos clinicos méas sistemas nanométricos con
utilidad biomédica, y finalmente al mercado con una repercusion real en

tratamientos de medicina personalizada, diagnoéstico y deteccion precoz de

Afios

enfermedades.

ion cientifica

=

Producc

Figura 11. Gréfica de produccién cientifica en el Aambito de la nanomedicina a lo largo
de los anos. Datos extraidos de Web of Science.
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Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de nanoparticulas
poliméricas sensibles a la temperatura con nicleo magnético y de sulfuro de plata
con potencial uso biomédico. Para ello, se abordara desde los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo 1. Nanoparticulas poliméricas sensibles a la temperatura con nicleo

magnético para la liberaciéon controlada de farmacos.

En primer lugar, se sintetizara y caracterizara NP magnéticas de 6xido de hierro
por diferentes métodos. Las NPs obtenidas se funcionalizaran en la superficie con
acido acrilico (AA), acido but-3-enoico (3BA) o alilamina (AL) para el posterior

recubrimiento con polimero.

A continuacion, se sintetizard el polimero pNIPAM mediante el método de
polimerizacion por radicales libres, del cual es estudiard las condiciones 6ptimas
de sintesis variando la concentracion de mondémero y/o entrecruzante. Se
realizaran modificaciones en la superficie del polimero con acido acrilico (AA),

acido but-3-enoico (3BA) o alilamina (AL), ttiles para diferentes reacciones.

La preparacion de los sistemas hibridos del polimero pNIPAM con nicleo
magnético se llevara a cabo mediante la integracion de las MNPs durante la
sintesis del polimero funcionalizado. Ademas, se incorporard el marcador
fluorescente FITC a las NPs de pNIPAM con nicleo magnético funcionalizadas

con alilamina, para su visualizacién mediante microscopia fluorescente.

Finalmente, una vez caracterizados los sistemas obtenidos, se encapsularan los
farmacos anticancerigenos: 5-fluoruracilo (5FU) y oxaliplatino (OXA), y se

estudiara la liberacién controlada in vitro en respuesta a la temperatura.
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Objetivo 2. Nanoparticulas de sulfuro de plata para bioimagen por

fluorescencia.

Las NPs de sulfuro de plata se sintetizaran mediante el método de descomposicién
térmica, para ello, en primer lugar, es necesario la sintesis del precursor
Ag(DDTC). La reaccion se llevard a cabo con los disolventes 1-dodecanotiol y
oleilamina, de manera que se estudiara y caracterizara la relaciéon de disolventes
que genera las NPs con mejores condiciones para la utilizacion como marcadores
fluorescentes. Una vez determinadas las condiciones éptimas de sintesis, se
transferiran las NPs a medio acuoso mediante la modificaciéon de la superficie con
acido 11-mercaptoundecanoico (MUA). Ademds, se funcionalizara la superficie

con el polimero polietilenglicol (PEG).

Una vez obtenidas las NPs con las caracteristicas de mayor interés, se estudiara
la mejora de las propiedades luminicas mediante la sintesis de una capa de
recubrimiento de sulfuro de zinc sobre el sulfuro de plata, formando sistemas

niicleo@corteza.

Los resultados obtenidos para los objetivos aqui descritos se estructuran dentro

de esta Tesis Doctoral en dos capitulos.

e Objetivo 1. Se engloban dentro del Capitulo I: Nanoparticulas poliméricas
sensibles a la temperatura con nucleo magnético para la liberacion
controlada de farmacos.

e Objetivo 2. Recogido en el Capitulo II: Nanoparticulas de sulfuro de plata

para bioimagen por fluorescencia.
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2.1. Caracterizacion

Las NPs preparadas fueron caracterizadas para determinar las propiedades fisicas,
quimicas y morfologicas. Los datos obtenidos fueron analizados en busqueda de
una optimizacion de las sintesis y las propiedades de estas, para una mejora de
los resultados. Las técnicas de caracterizacion empleadas se detallan a

continuacion.

2.1.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para determinar los distintos grupos funcionales presentes en las NPs se realizo
el analisis de espectroscopia infrarroja. Esta técnica registra los modos de
vibracién y torsion de grupos de atomos en moléculas a partir de los espectros de
absorcién de luz en el infrarrojo, mostrando picos caracteristicos a la energia
asociada a estas transiciones. El andlisis de los espectros permite determinar la
presencia de los grupos moleculares, su cuantificacion aproximada, asi como la
hidratacion de la muestra. Los espectros de infrarrojo se registraron con un
espectrofotémetro FTIR Nicolet IR200 de Thermo Scientific en un rango de
frecuencias entre 400-4000 ¢cm™y con una resolucién de 1 cm™. Las muestras se

analizaron en estado solido, en forma de pastillas con bromuro de potasio.
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2.1.2. Difraccion de rayos X de polvo (XRD)

Con la medida de difraccion de rayos X de polvo se estudio la estructura cristalina
de las NPs de sulfuro de plata. El difractémetro utilizado fue un equipo X’Pert
de Philips que funciona con radiacién Cu Ko, con 1.5406 A de longitud de onda.
El rango de escaneo recorre desde los 20° hasta los 90° (26) en intervalos de 0.02°
y con una velocidad normalizada de escaneo de 1 paso/s. Las condiciones de
operacion fueron 45 kV y 40 mA. Las medidas se realizaron en el Centro de
Asistencia a la Investigacién (CAI) de difraccién de rayos X de polvo de la
Universidad Complutense. El analisis de datos se realizdé con ayuda del software
MDI Jade, que cuenta con una base de datos para comparar los espectros

obtenidos.

2.1.3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Mediante la técnica de dispersion dindmica de la luz y potencial Z se determiné
el tamano de particula, el radio hidrodinamico, la dispersién de la muestra y la
carga eléctrica superficial. El andlisis se llevd a cabo en un Zetasizer Nano-S de
Malvern Instruments, con un angulo de deteccién de 6= 173° y un vector de
dispersion q= 0.0264 nm?'. Para los andlisis se establecieron diferentes
temperaturas y valores de pH para determinar el tamano y carga bajo diferentes

condiciones.
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e Radio hidrodinamico

Las muestras diluidas se irradiaron con un laser He-Ne de 4mW a una longitud
de onda de 633 nm con el objetivo de detectar las fluctuaciones que sufre la
intensidad de luz por el choque con las particulas, las cuales estan en constante
movimiento debido al movimiento browniano. Asi, relacionando las fluctuaciones
de intensidad con el coeficiente de difusién traslacional y con el didmetro de
particula mediante la ecuacion de Stokes-Einstein, se determina el promedio de
radio hidrodindmico de la particula (Ru). Esta técnica permite estimar el tamano
de la particula, pero el resultado estd sobreestimado debido a que el Ruyes el
resultado de la suma del tamafio de la particula y de la capa de iones o moléculas

adheridos a ella.

Mediante esta técnica se puede determinar la temperatura critica de transicion de
fase mas baja en disolucién (LCST) de un polimero termosensible, es decir, la
temperatura a la que el polimero pasa de estar de estado colapsado a expandido
y viceversa. Para ello, es necesario medir el tamano hidrodindmico de las NPs en

un rango de temperaturas que pase por ambos estados.

e Potencial Z

Para la medida de la carga de la superficie se coloca la muestra de NPs en una
cubeta dotada con dos electrodos metélicos situados a ambos extremos de un
capilar de plastico transparente. Cuando la celda capilar es sometida a un campo
eléctrico, las NPs presentes se desplazan en la direccion del campo o en direccion

opuesta a este, con una velocidad proporcional a su carga superficial. Mediante el
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procesamiento de datos por parte del equipo, se obtiene el potencial 7Z de las
nanoparticulas, el cual depende de la carga i6nica y del pH del medio. En la figura
12 se representa el didmetro real de una NP y el didmetro hidrodindmico medido,

ademas del potencial Z de esta.

[ I
. @ S¢
Potenéia] Zeta°~°, GQQ
@

Diametro de particula

Diametro hidrodinamico

Figura 12. Representacion del diametro de particula y el diametro hidrodinamico para
NP@QCTAB.

2.1.4. Liberacion in vitro

Este estudio permite determinar el porcentaje de compuesto activo liberado en
funciéon del tiempo a diferentes temperaturas. Para ello, las NPs se sometieron a

dialisis frente a tampoén fosfato (PBS) a pH 7.4. Para realizar la dialisis se
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utilizaron bolsas de celulosa, previamente hidratadas, en las cual se introdujo las
NPs liofilizadas (3 mg) resuspendidas en PBS (10 mL). Las bolsas selladas se
introdujeron en el interior de un Erlenmeyer con PBS (50 mL) y bajo agitacién
magnética. El ensayo se realizé a 4, 20 y 40 °C para observar la influencia de la
temperatura. A tiempos de 10 min durante la primera hora, y posteriormente
cada 12 h hasta las 48 h, se recogi6é una alicuota de 3 mL cada vez, cantidad que
se repuso con PBS para mantener el mismo volumen. Las alicuotas recogidas se

almacenaron a 4 °C para su posterior andlisis por espectroscopia UV.

2.1.5. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Un espectrofotémetro UV-Vis Agilent 8453 fue utilizado para registrar los
diferentes espectros de absorcién de las suspensiones de nanoparticulas. La medida,
fue tomada en cubetas de cuarzo de 1 cm de ancho en el rango entre 300 - 900
nm. Estas medidas permitieron monitorizar la encapsulacion y liberacion de
compuestos activos en las NPs, asi como elaborar las correspondientes rectas de
calibrado. Del mismo modo, permitié determinar la presencia de plata en las NPs

de sulfuro de plata gracias al analisis de los espectros de absorcion.

2.1.6. Microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia

electronica de transmision por barrido (STEM). EDS y HAADF.

Mediante el uso de microscopios electronicos de transmision se tomaron imagenes

de las nanoparticulas, a partir de las cuales se determind la morfologia y el tamano
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de las NPs sintetizadas en esta Tesis Doctoral. El equipo utilizado para la
visualizacion de las NPs fue el microscopio JEM 1400 (JEOL), que opera a un
voltaje de 100 kV, localizado en los Servicios Centrales de Apoyo a la de

Investigacion (SCAI) de la Universidad de Malaga.

Para obtener una resolucién mayor, se hizo uso del equipo Talos F200X del SCAI
de la Universidad de Malaga, que opera a 80 kV. Este microscopio es capaz de
focalizar el haz electréonico en un tunico punto y barrer toda la muestra
reconstruyendo la imagen pixel por pixel, lo que es conocido como microscopia
electrénica de transmisién por barrido (STEM), que permite tomar imégenes de

resolucién atdémica.

Las muestras fueron preparadas colocando una gota de 10 uL. de NPs dispersadas,
dependiendo de su naturaleza, en tolueno o agua, sobre rejillas de cobre con
sustrato de carbono. Las NPs, una vez dejadas secar sobre la rejilla, fueron

visualizadas para su analisis.

e FEspectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

El equipo Talos F200X cuenta con un sistema de microanalisis Super-X EDS
(también abreviado como EDX), que permite analizar la composicién de las
nanoparticulas gracias a los rayos X dispersados de la interaccion del haz
electronico y la muestra. Mediante cuatro detectores de rayos X que rodean a la
muestra, se analiza la energia emitida, la cual esta relacionada con la masa
atomica del elemento, asi como el tipo de transicion electréonica que lo produce,

lo que permite obtener mapas de la composicion de la muestra.
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e Microscopia de difraccion de angulo alto en campo oscuro

(HAADF)

Ademas, el equipo Talos F200X es capaz de obtener imagenes con la técnica de
campo oscuro anular de alto dngulo (HAADF) (del inglés, High-angle annular
dark-field). Mediante esta técnica, se obtienen imagenes con una resolucién
atomica, que permite diferenciar impurezas dentro de un cristal diferenciado por
el nimero atémico (Z). En estas imagenes, los materiales que mas electrones
dispersan aparecen en el detector como una senal brillante sobre un fondo oscuro,
debido a que el contraste de las fases va a depender del cuadrado de su masa
atémica (Z?). Por tanto, la senal mds intensa va a provenir del elemento mas

pesado.®

2.1.7. Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente

(ICP-MS)

La técnica ICP-MS se realizd con el objetivo de determinar la cantidad de materia
inorganica en las NPs orgénicas. En nuestro caso, se determiné la cantidad de
hierro de las MNPs, las cuales se encuentran en el interior de las nanoparticulas
de pNIPAM con ntucleo magnético. El equipo utilizado fue el espectrémetro de
plasma de acoplamiento inductivo NexION de Perkin-Elmer, del SCAI de la

Universidad de Malaga.
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2.1.8. Liofilizacion

Mediante la liofilizacion se consigue eliminar el agua presente en las muestras y
asi almacenar las NPs de manera estable. La técnica pasa por la congelacién, y
posterior secado por sublimacién del producto final. La principal ventaja de la
liofilizacién es que las NPs preservan las caracteristicas iniciales, de manera que
mantienen el tamano inicial y, en general, no sufren agregacion, pudiendo ser
resuspendidas. Asimismo, la actividad farmacologica del compuesto activo

incluido en ellas se mantiene inalterada.

2.2. Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas magnéticas (MNPs)
de 6xido de hierro, y en todos se busca alcanzar la uniformidad de formas y
tamanos de estas. El método elegido dependera de las aplicaciones a las cuales
van dirigidas, asi como las ventajas y desventajas de cada sintesis. En todos los
métodos, el proceso de sintesis tiene dos etapas diferenciadas: nucleacion y
crecimiento. Entre los métodos mas utilizados para la preparacion de MNPs se
puede mencionar la coprecipitacion quimica, la preparacién de microemulsiones,

la sintesis hidrotermal y la descomposicién térmica en medio organico.?”*
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2.2.1. Materiales

Los reactivos utilizados fueron hidréxido de tetrametilamonio (TMAOH,
disolucién al 25 % en metanol), hidréxido de sodio (NaOH), cloruro de hierro(I1I)
hexahidratado, cloruro de hierro(I), acetilacetonato de hierro(Ill), &cido
10-undecenoico, dibencil éter, &cido acrilico (AA), alilamina (AL), &acido
but-3-enoico (3BA) y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Todos los
productos fueron suministrados por Sigma-Aldrich y se emplearon sin una
purificaciéon adicional. Todos los experimentos han sido realizados con agua

desionizada de grado Mili-Q (Milipore).

2.2.2. Coprecipitacion

Se trata del método mas popular para sintetizar MNPs con aplicaciones
biomédicas debido a la naturaleza no téxica de los materiales utilizados. Otras de
las ventajas de esta sintesis son la simplicidad, eficiencia, bajo coste y la
escalabilidad del proceso. Las MNPs obtenidas rondan los 2 - 15 nm de didametro,
pero con la desventaja de que tienen baja uniformidad, generando una amplia
distribucién de tamanos. El término coprecipitacion hace referencia a la adicion
de una disolucion de sal de Fe?* y otra de Fe*" en medio bésico en una relacién
molar 1:2, lo que permite la nucleacién y el crecimiento alrededor de estos ntcleos.

La reaccion simplificada se muestra a continuacion:

Fe** + 2Fe3* + 80H™ = Fe(OH), + Fe(OH), - Fe30, | +4H,0
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La sintesis esté influenciada con condiciones experimentales como el pH, la fuerza
ionica del medio, la temperatura, la velocidad de agitacion, las sales utilizadas y
sus porcentajes, v la velocidad de adicién de estas. La dificultad del ajuste de
todos estos parametros complica la optimizacién del tamano medio de particula
y el control de la polidispersidad de la muestra, lo que perjudica las propiedades
magnéticas. Para superar todas estas dificultades, se ha sintetizado MNPs con
67,68

diferentes modificaciones del procedimiento, buscando siempre mejorar la

estabilidad, tamano y polidispersidad de la muestra.

Para la preparacion de MNPs por este método, se utiliz6 un matraz de fondo
redondo (50 mL) con tres bocas, al que se aiadié TMAOH (10.5 mL de disolucién
al 25% p/p en MeOH) y agua (22 mL). La mezcla se agité vigorosamente hasta
alcanzar una temperatura de 70 °C en el interior del matraz. Una variacion de la
sintesis fue utilizar NaOH (20 mL, 0.4 M) como medio basico.” Mediante esta
modificacion del medio, y por tanto del pH y la fuerza idnica de este, se permite
estudiar la influencia sobre la reaccién, crecimiento, agregacion y dispersion de

las MNPs, pudiendo determinar las condiciones mdas 6ptimas para la sintesis.™

A continuacién, se anadié gota a gota una disolucién de FeCls - 6H.O (1083 mg,
4 mmol) y FeCl, (250 mg, 1.97 mmol) en agua MilliQ (3 mL). Durante la adicién,
la. disolucién se volvié de color negro, lo que indica la formacién de MNPs. Se
continu6 agitando durante 30 min mas a la misma temperatura, y pasado este
tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente. Para el eliminar el exceso de
TMAOH, las nanoparticulas formadas se decantaron magnéticamente usando un
iméan de neodimio. Este proceso se repitid tres veces. Posteriormente, se
centrifugaron a 8000 rpm durante 1 h, se retir6 el sobrenadante y el precipitado
se lavo con agua (10 mL) tres veces. La muestra de MNPs se dispers6 en agua

(10 mL). Para calcular el residuo seco se utilizé una alicuota de 1 mL, la cual se
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dej6 durante 12 h en un horno a 80 °C. Este procedimiento experimental se

esquematiza en la figura 13, obteniéndose MNPs de Fe;O..

FeCl,- 6H,0
FeCl,

30 min 70°C
—_—

Anadir gota a gota
_

70°C Nucleaciény crecimiento

Figura 13. Esquema de sintesis MNPs por coprecipitacion de FeCl; y FeCl, en
TMAOH.

2.2.3. Descomposicion térmica

Este método de sintesis esta basado en descomposicion de un precursor orgénico
de hierro a elevada temperatura. Se lleva a cabo en disolventes organicos de alto
punto de ebulliciéon y en presencia de tensioactivos. La ventaja principal de este
procedimiento es que se controla de forma efectiva el tamano de las
nanoparticulas, y ademas se consigue un elevado grado de monodispersidad de la
muestra. En cuanto a las desventajas del método encontramos la poca cantidad
de producto generado, la mayor dificultad del procedimiento y el uso de
disolventes organicos. Ademés, debido a la presencia de un recubrimiento

hidréfobo en la superficie, es necesario un paso posterior de modificacion
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superficial para obtener nanoparticulas dispersas en agua, que sean
biocompatibles para wusos biomédicos. La temperatura Optima para esta
preparacion se encuentra entre 100 °C y 350 °C, lo que genera MNPs de un tamano
de didmetro entre 4 y 30 nm. Por tanto, los factores principales a tener en cuenta

en esta reaccién son la temperatura y el tiempo de reaccion.

Para llevar a cabo esta sintesis se mezclan en un matraz de fondo redondo (50
mL) de dos bocas, acetilacetonato de hierro (III) (0.353 g, 1 mmol) con acido
10-undecenoico (0.688 g, 4 mmol) en dibencil éter (25 mL), empleado como
disolvente. Se mantiene esta disoluciéon durante 1 h a vacio en una linea de
Schlenk. Posteriormente, se calienta en una manta calefactora hasta 200 °C, con
agitaciéon vigorosa y bajo atmosfera inerte de argén, manteniendo esta
temperatura durante 2 h adicionales. Después de la etapa de estabilizacion a
200 °C, se calenté hasta 300 °C, temperatura de ebullicion del disolvente. Se
mantuvo la reaccion a reflujo durante 1 h més. Finalmente, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se anadié una mezcla de tolueno y acetona, con el
objetivo de conseguir la precipitacion de las MNPs, siendo aisladas estas bajo
centrifugacion durante 15 min a 9000 rpm. Se desechd el sobrenadante y se repite
el proceso lavando con tolueno y acetona. Las MNPs obtenidas se resuspendieron
en tolueno (10 mL). Este procedimiento se esquematiza en la figura 14. Se

obtuvieron MNPs de Fe;O. por el método de descomposicién a alta temperatura.
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Figura 14. Montaje experimental del proceso de sintesis de MNPs por descomposicion

térmica en disolvente organico.

2.2.4. Funcionalizacion de la superficie

La superficie de las nanoparticulas de 6xido de hierro puede ser modificada para
favorecer la unién de polimeros o moléculas de interés, mejorar la estabilidad
coloidal o para intercambio de ligandos. A continuacion se desarrolla las diferentes

modificaciones en la superficie realizadas.

e Con acido but-3-enoico. Preparacion de @Fe;O+~3BA

En un matraz redondo (250 mL) de tres bocas, se anadi6 acido but-3-enoico (3BA,
9.4 mmol, 0.81 g, 0.8 mL) junto con la dispersiéon de MNPs (7.2 mg) en agua (100

mL) a temperatura ambiente. Para evitar la agregaciéon de las nanoparticulas, la
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mezcla se sometié a sonicacion intensa durante 1 h a 70 °C y, posteriormente, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. Para mejorar la estabilidad coloidal de las
MNPs, se afiadié bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 200 mM, 2 mL) y
se sonicé durante 5 min mas. Para eliminar el exceso de reactivos, se centrifugaron
durante 1 h a 8000 rpm, se deseché el sobrenadante y el pellet se redispersé en
agua (100 mL) con CTAB (5 mM, 1.25 mL). La estructura de MNPs obtenida se

representa en el esquema incluido en la figura 15.

O + Acido 3-butenoico

F6304
MNPs

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

@Fe,0,-3BA

Figura 15. Nanoparticula magnética de oxido de hierro funcionalizadas con acido
but-3-enoico.

e Con acido acrilico. Preparacion de @QFe;O04AA

La modificaciéon de la superficie con acido acrilico (AA) se realizd siguiendo un
procedimiento similar al descrito con acido but-3-enoico. En este caso, se anadié

acido acrilico (AA, 9.4 mmol, 0.678 g, 0.645 mL) junto con la disolucién de MNPs
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(7.2 mg) en agua (100 mL) a temperatura ambiente. La estructura de MNPs

obtenida se esquematiza en la figura 16.

o + Acido acrilico

Fe;0,
MNPs

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

@Fe,0,-AA

Figura 16. Nanoparticula magnética de oxido de hierro funcionalizada con acido
acrilico.

2.3. Sintesis de nanoparticulas poliméricas

2.3.1. Materiales

Los materiales utilizados fueron N-isopropilacrilamida (NIPAM, 97 %), &cido
but-3-enoico (3BA), acido acrilico (AA), alilamina (AA),
N,N'-metilenbisacrilamida (BIS, 2 99.5 %), 2,2'-azobis(2-metilpropionamida)
(V50, 97 %), 5-fluoruracilo (5FU) y oxaliplatino (OXA). Todos los productos
fueron suministrados por Sigma-Aldrich y se emplearon sin una purificacién

adicional. Todos los experimentos han sido realizados con agua desionizada de

grado Mili-QQ (Milipore).
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2.3.2. Preparacion de nanoparticulas de pPNIPAM@MZ

Para llevar a cabo la reacciéon de polimerizacion, se utilizé un matraz de fondo
redondo (25 mL) de dos bocas. Como monémero se empleé N-isopropilacrilamida
(NIPAM), y N,N'-metilenbisacrilamida (BIS) como agente entrecruzante. Se
estudi6 la relacion de mondémero respecto al entrecruzante como muestra en la
Tabla 1, con el objetivo de determinar las condiciones ideales para la sintesis de
las NPs de pNIPAM@MZ. En la columna del entrecruzante BIS se muestra el

porcentaje de los moles de este respecto al monémero NIPAM.

Tabla 1. Condiciones de polimerizacion de pNIPAMQMZ.

N,N'-Metilenbisacrilamida
N-isopropilacrilamida (NIPAM)
(BIS)
g mmol mM g mmol Y%mol

1 0.113 1.0 50 0.015 0.10 10
% 0.170 1.5 75 0.023 0.15 10
3 0.226 2.0 100 0.031 0.20 10
4 0.339 3.0 150 0 0 0
) 0.339 3.0 150 0.015 0.075 2.5
6 0.339 3.0 150 0.023 0.15 )
7 0.339 3.0 150 0.032 0.21 7.5
8 0.339 3.0 150 0.046 0.30 10
9 0.453 4.0 200 0.062 0.40 10
10 0.566 5.0 250 0.077 0.50 10
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Asi, se mezclaron ciertas cantidades de ambos, NIPAM y BIS, segtn la Tabla 1,
en agua (20 mL) desgasificada con argén a 70 °C y agitacién magnética. Al cabo
de 10 min, cuando se ha conseguido una mezcla homogénea, se anade el iniciador
radicalario (2,2'-azobis(2-metilpropionamida), V50, 100 mM, 0.150 mL). A lo
largo de los primeros 10 min se observa el proceso de polimerizacion, ya que el
medio de reaccion se vuelve de color blanco. Se mantiene el matraz sellado durante
2 h mas en agitacion a 70 °C. Después de este tiempo, se deja enfriar a temperatura
ambiente, manteniendo la agitaciéon magnética. Para el lavado, se recupera todo
el polimero por centrifugacion a 8000 rpm durante 1 h, se elimina el sobrenadante
y el pellet se resuspende en H.O (20 mL). Se repite el proceso de centrifugacién
cuatro veces y, finalmente, se obtiene una dispersién coloidal que se almacena a
5 °C protegida de la luz. El proceso seguido se esquematiza en la figura 17, donde

se incluye también la reacciéon que se produce.

Argon
¥ V50
i} —
i NIPAM
BIS
2277 H,0

0 OO 7oc

Desgasificaciony mezcla

/\[(N\H + H —
Iniciador
0 /\H/N\H V50

NIPAM 0 BIS

Figura 17. Esquema de preparacion y reaccion de polimerizacion radicalaria para
obtener pNIPAM®@MZ.
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2.3.3. Preparacion de nanoparticulas copoliméricas

Ademés del monémero y entrecruzante utilizado para la sintesis anterior de
pNIPAM@MZ (NIPAM y BIS), es de especial interés generar NPs copoliméricas
que permita la introduccién de grupos funcionales en la red, ttil para reacciones
posteriores. A continuacion se desarrolla la sintesis de NPs copoliméricas del

microgel pNIPAM con acido but-3-enoico, con acido acrilico y con alilamina.

e Con acido but-3-enoico. Preparacién de pNIPAM-co-3BA@

Con el objetivo de introducir grupos carboxilicos en la superficie de los microgeles
de pNIPAM, se prepararon nanoparticulas copoliméricas con acido but-3-enoico
(3BA). Se comienza  preparando una  disolucion  del  mondémero
N-isopropilacrilamida (3~ mmol, 0339 g y el  entrecruzante
N,N'-metilenbisacrilamida (0.3 mmol, 0.046 g) en agua (20 mL). Se mezcla en un
matraz de fondo redondo (25 mL) de dos bocas, y se mantiene a 70 °C bajo
agitacion suave y corriente de argén. A continuacion, y antes de empezar la
reaccién de polimerizacion, se introduce el comonémero 3BA (0.35 mmol, 0.03 g,
0.03 mL), seguido del iniciador radicalario V50 (100 mM, 0.150 mL). Una vez
terminada la reaccion de polimerizacion, la purificacién de las NPs se llevé a cabo
similar a lo desarrollado en la secciéon 2.3.2: Preparacién de nanoparticulas de

pNIPAM@MYZ. El esquema de la reaccién producida se muestra en la figura 18.
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H.
0
N, + + — N
/\n/ H H MOH Iniciador
o NN. H VSO n n ' o
HN 0 COOH

pNIPAM-co-3BA@

Figura 18. Funcionalizacién nanoparticulas de pNIPAM con 3BA (pNIPAM-co-3BAQ).
e Con acido acrilico. Preparacion de pNIPAM-co-AAQ

Otra funcionalizaciéon con grupos carboxilicos se consigue mediante el uso del
comonémero acido acrilico (AA, 1.51 mmol, 0.021 g, 0.020 mL). La reaccién de
polimerizacion, cuya reacciéon se muestra en la figura 19, se lleva a cabo similar

al procedimiento descrito empleando 3BA.

N+ ; >
AN H H \/Ikoﬂ Iniciador Al 0
0 V50 i

N 5 :
AN H
Y HN S0 doon
pNIPAM-co-AA@

Figura 19. Funcionalizacién nanoparticulas de pNIPAM con AA (pNIPAM-co-AAQ).
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e Con alilamina. Preparacién de pNIPAM-co-AL@

Mediante la funcionalizacién con alilamina (AL), se consigue la introduccién de
grupos amina en la superficie de las NPs. El procedimiento es igual al seguido
para 3BA y AA, pero anadiendo AL (50 mM, 1 mL). El esquema de la reaccién

producida se muestra en la figura 20.

0 N~ o
N H s H\N)
N. + + H,N —>
/\ﬂ/ H (l NN Inig/iador n - o
0 /\[rN\H 50 !
NH
NIPAM 0 BIS AL HiS © 2

pNIPAM-co-AL@

Figura 20. Funcionalizacién nanoparticulas de pNIPAM con AL (pNIPAM-co-AL@).

2.3.4. Preparacion de sistemas hibridos con nticleo magnético

e Preparacién de pNIPAM@Fe;03BA

Para la preparacion de las estructuras hibridas coloidales pNIPAM@Fe;O0s-3BA,
se utilizaron las MNPs funcionalizadas con 3BA (QFe;04+3BA) previamente
sintetizadas y desarrolladas en la seccién 2.2.4: Funcionalizacion de la superficie.
Estas MNPs funcionalizadas con el grupo terminal alqueno fueron utilizadas como

semilla para el crecimiento sobre ellas del polimero pNIPAM. Para lo cual, en un
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matraz de fondo redondo de dos bocas (25 mL) se afiadi6 a temperatura ambiente
una mezcla del mondémero N-isopropilacrilamida (3 mmol, 0.339 g) y el
entrecruzante N,N'-metilenbisacrilamida (0.3 mmol, 0.046 g) junto con una
dispersion del sistema @Fe;04-3BA (20 mL) en agua (20 mL). A continuacién, la
mezcla se calentd a 70 °C y el liquido se desgasificd con un flujo de argén durante
10 min. La polimerizacién se inici6 anadiendo V50 (100 mM, 0.150 mL), dando
prueba de ella el enturbiamiento que toma la disolucion, y se dejé a esta
temperatura durante 2 h mas. Después de este tiempo, el matraz se dejo enfriar
a temperatura ambiente. La purificacion para eliminar los microgeles de pNIPAM
libre de los sistemas hibridos pNIPAM@Fe;O+~3BA en los cuales no hay MNPs,
se llevd a cabo mediante decantacion magnética, colocando en el fondo del matraz
un iman de neodimio durante 24 h. El sobrenadante, que contiene el pNIPAM
libre, fue retirado y el precipitado fue redispersado en agua (20 mL). Los sistemas
pNIPAM@Fe;04-3BA obtenidos se almacenaron a 5 °C y protegidos de la luz. Una,

alicuota fue utilizada para su caracterizacién y otra parte se liofilizé.

e Preparacion de pNIPAM@Fe;O+~AA

En el caso de los sistemas hibridos pNIPAMQ@Fe;O-AA, se partié de MNPs
previamente sintetizadas en el apartado 2.2.4: Funcionalizacion de la superficie,

y se desarrollé del mismo modo que para el sistema pNIPAM@Fe;0-3BA.
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e Preparacién de pNIPAM-co-ALQFe;0+AA

Con la preparacién del sistema pNIPAM-co-AL@QFe;0+~AA se pretende incorporar
un grupo amino al polimero. Este se crecié sobre las nanoparticulas @Fe;O»-AA,
cuya preparacion se realizo en el apartado 2.2.4: Funcionalizacién de la superficie.
Para ello, se sigue el procedimiento ya descrito en los apartados anteriores,
mezclando NIPAM, BIS y una dispersion de @Fe;O,AA (20 mL) en agua (20
mL). A continuacién, se calienta a 70 °C, se desgasifica con argdn, y se inicia la
polimerizacion con V50. En este caso, junto con el iniciador radicalario se anadié
alilamina (AL, 50 mM, 1 mL), y se procedi6é de forma similar a los otros sistemas

para la purificacion y posterior almacenaje.

2.3.5. Marcaje  fluorescente. = Preparacion de  pNIPAM-co-AL-
FITC@Fe;0s-AA

Para evaluar la permeabilidad de los sistemas preparados mediante un ensayo in
vitro en lineas celulares, se conjugd el marcador fluorescente isotiocianato de
fluoresceina (FITC) con el sistema hibrido pNIPAM-co-AL@Fe;O,-AA, el cual
presenta los grupos aminos aportados por la alilamina. En un matraz de fondo
redondo (10 mL) se dispersé en etanol (4.8 mL) FITC (2 mg) protegido de la luz,
junto con el microgel aminoterminal liofilizado pNIPAM-co-ALQFe;0,-AA (4.8
mg). La mezcla de reacciéon se mantuvo en agitaciéon magnética a 20 °C durante
24 h y atmosfera de argén. Pasado un dia, la mezcla se centrifugd durante 40 min

a 8000 rpm y, después de este tiempo, se eliminé el sobrenadante y el precipitado
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se lavé con agua (en 4 mL). Se volvié a centrifugar por tres veces maés, y
finalmente el producto se redispers6 de nuevo en H.O (4 mL) obteniendo asi la
muestra pNIPAM-co-AL-FITCQFe;0.-AA, la cual se almacend protegida de la
luz a 5 °C. En la figura 21 se esquematiza la reaccién entre el FITC y el polimero

aminoterminal.

BFaNS S

AwﬁSLH

AL,

Figura 21. Esquema de la reaccion de pNIPAM aminoterminal para marcaje
fluorescente con FITC (pNIPAM-co-AL-FITC@Fe;0-AA).
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2.3.6. Encapsulacion de farmacos: 5-fluorouracilo y oxaliplatino

Se utilizaron los sistemas sintetizados para la encapsulaciéon de farmacos, en

concreto, pNIPAM@MZ, pNIPAMQFe;0+-3BA, pNIPAM-co-AL-FITCQFe;04-

AA, y pNIPAM-co-ALQFe;0.-AA. Para el proceso de encapsulacion, se disuelve

en agua (10 mL) diferentes cantidades del sistema liofilizado junto con el farmaco

oxaliplatino (OXA) o 5-fluorouracilo (5FU), tal como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Sistemas, farmaco y cantidades utilizadas para cada encapsulacion.

Farmaco | pNIPAM precursor Sistema pNIPAM
(mg) (mg)

1| 5FU (20) 10 pNIPAMQ@QMZ+5FU
2 | 5FU (20) 10 pNIPAM@Fe;04+-3BA+5FU
3| 5FU (3) 6 PNIPAM-co-AL-FITCQFe;0,-AA+5FU
4| 5FU (6) 17 PNIPAM-co-AL@Fe;04,~-AA+5FU
5| OXA (10) 10 pNIPAMQ@QMZ+0OXA
6 | OXA (10) 10 pPNIPAM@Fe;0,-3BA+0XA
7| OXA (10) 10 pPNIPAM-co-AL@Fe;0,-AA+OXA

La mezcla resultante se mantuvo en agitacién magnética durante 48 h a 20 °C.

Pasado este tiempo, la dispersion se centrifugd a 8000 rpm durante 1 h. El

precipitado se redispersé en agua (10 mL). El sobrenadante se almacené para

determinar la eficiencia de encapsulacion (EE %) de manera indirecta, es decir,

cuantificando la cantidad de activo no encapsulado en el sobrenadante tras la
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preparacion de las nanoparticulas. La cuantificacién del farmaco se llevd a cabo

mediante espectrometria UV y se calculé siguiendo la siguiente ecuacion:

Siendo D, la concentracion inicial de farmaco afiadido y Dr la concentracion de

farmaco libre después de la centrifugacion.

2.4. Sintesis de nanoparticulas de sulfuro de plata

2.4.1. Materiales

Todos los reactivos utilizados para esta sintesis fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich. Los reactivos necesarios fueron nitrato de plata (99 %),
dietilditiocarbamato de sodio (Na(DDTC), de grado de reactivo analitico ACS),
oleilamina (70 %) (OLA), 1-dodecanetiol (<98 %) (DDT), cloruro de zinc, acido
11-mercaptoundecanoico (95 %) (MUA), CHClL; (99.6 %), etanol (99.9 %),
N-(3-dimetilaminopropil)-N '-etilcarbodiimida) (EDC) (99 %), sal de sodio
sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinamida) (98%), O-(2-aminoetil)-O’-
metilpolietilenglicol (PEG-NH., Mw= 5000 g/mol), y tabletas de disolucién salina

amortiguadora de fosfato (PBS) de Sigma-Aldrich. Ademas, se utilizaron
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nanoparticulas de Ag,S-PEG comerciales que fueron adquiridas a NIR Optics

Technology.

2.4.2. Sintesis del precursor Ag(DDTC)

Para la sintesis del precursor se ha seguido el procedimiento anteriormente
descrito por Yaping y col. en 2010, con algunas modificaciones.” En dos matraces
Erlenmeyer se disuelve respectivamente, con ayuda de sonicacién y agitacion
magnética, una cantidad equimolar de AgNOs (4.25 g, 0.05 mol) y Na(DDTC)
(5.63 g, 0.05 mol) en H,O (200 mL cada uno). Una vez disueltos, se goted la
disolucién de AgNOs sobre la disolucién de Na(DDTC) mediante un embudo de
adicion. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y protegida de la luz,
y se mantuvo durante 12 h con agitaciéon vigorosa. Pasado este periodo, el
precipitado amarillento obtenido se filtré6 mediante un embudo Biichner y se lavé
varias veces con H.O. El sélido resultante se secdé durante 4 h a 60 °C a vacio, y
se almaceno protegido de la luz y humedad. Una porcion de muestra fue utilizada
para su analisis. En la figura 22, incluida a continuacién, se esquematiza el

procedimiento de sintesis y la reaccién que se produce.
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AgNO;
12h Filtrary %
RT HH Secar4 h
—_— L

lavar
_— [—
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——
Vacio
60°C Ag(DDTC)
Na(DDTC)

Precipitado

S
)I\ Na® I )k Ag*
/j s + o LL\O_ T — /j s

Dietilditiocarbamato de sodio Nitrato de plata Dietilditiocarbamato de plata

Figura 22. Esquema de la sintesis del precursor Ag(DDTC).

2.4.3. Sintesis de nanoparticulas Ag:S/Ag

La sintesis se realizo por el método de descomposicién térmica en medio organico.
Para lo cual, en un matraz de fondo redondo de dos bocas (25 mL) se introduce
Ag(DDTC) (25 mg, 0.1 mmol) a temperatura ambiente, junto con una mezcla de
los disolventes oleilamina (OLA) y 1-dodecanetiol (DDT), en un volumen final

total de 5 mL.

En este estudio se ha investigado la relacion de disolventes OLA/DDT éptima
para la sintesis de nanoparticulas de Ag)S/Ag que proporcionen las mejores

propiedades de fluorescencia. Esta relacion OLA/DDT se muestra en la Tabla 3,
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y estd ordenada segin la fraccién molar del disolvente (Xprr) usada en cada

sintesis, donde:

Xprr = [nprr(Mprr + 1op4)]

Tabla 3. Mezcla de disolventes utilizados en cada sintesis.

Nombre sintesis Fracciéon molar DDT mmol OLA mmol
del disolvente
(Xprr)
A 0 0.0 15.2
B 0.15 2.4 13.7
C 0.3 5.2 11.4
D 0.60 10.4 7.6
E 0.9 18.8 1.5
F 1 20.9 0

Una vez introducidos todos los reactivos en el matraz, se somete a vacio durante
10 min para eliminar el aire con una bomba de alto vacio y agitacion magnética
suave. A continuacién, el matraz se sumerge en un bano de aceite precalentado a
190 °C, observandose un cambio de color en el disolvente, lo que indica la
nucleacion y crecimiento de las NPs. La velocidad de calentamiento de la reaccion
fue de 20 °C/min y, una vez alcanzados los 190 °C en el interior del matraz, se
mantiene esta temperatura durante 1 h. Pasado este tiempo, el matraz se deja
enfriar a temperatura ambiente y, posteriormente, se precipitan mediante la
adicién de etanol (10 mL), que reduce la estabilidad coloidal de las NPs. Para
eliminar el exceso de reactivos, las NPs precipitadas en etanol se centrifugan a
10000 rpm durante 10 min, y se elimina el sobrenadante. Este proceso de limpieza
se repite dos veces mas. Finalmente, el precipitado que contiene las NPs de

AgxS/Ag se dispersa en cloroformo (10 mL), y se almacena a 5 °C protegido de la
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luz. En la figura 23 se esquematiza el proceso de sintesis de las nanoparticulas de

sulfuro de plata denominadas Ag,S/Ag y la reaccién producida.

Ag(DDTC)
OLA
DTT
10 min
—
Ag,S
200°C
Vacio y nitrégeno
i
Rz vl e
s 3 = S g
Ag(DDTC) /‘J"*Ags < :\ 7
N, A Crecimiento e 7f9\
DTT HS SAAAAA > > “:, .\“
190 °C A
OLA  ~~rrs=AsAaAi, Nucleacis Nanocristales
ucleacion Ag,S/Ag

v~ = surfactantes

Figura 23. Esquema sintesis nanoparticulas de sulfuro de plata.

2.4.4. Transferencia a medio acuoso mediante acido

11-mercaptoundecanoico (MUA)

Con el objetivo de obtener NPs estables coloidalmente en agua, es necesario
aportar hidrofilicidad a la superficie de las NPs sintetizadas. Para ello, se trataron

con acido 1l-mercaptoundecanoico (MUA), molécula capaz de desplazar los
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ligandos hidréfobos unidos a la superficie de las NPs mediante el grupo tiol (-SH)
e introducir grupos carboxilicos superficiales. Para lo cual, se procedié anadiendo
MUA (20 mg, 0.1 mmol) a un Eppendorf con 1 mL de dispersién de 1 mg/mL de
AgxS/Ag en cloroformo a temperatura ambiente. Después de esto, la mezcla se
sonico en un bano de ultrasonidos durante 10 min, favoreciendo la pérdida de la
estabilidad coloidal y precipitando las NPs al fondo del Eppendorf. Esta mezcla
se centrifugd durante 10 min a 10000 rpm, posteriormente se elimind el
sobrenadante y el precipitado se redispersé en PBS (1 mL) a pH 7.4. Se obtiene
asi, gracias al intercambio de ligandos, NPs estables en agua (Ag,S/Ag-MUA).
En la figura 24 se representa el recubrimiento de la superficie con MUA de las

NPs sintetizadas.

0

HS/WV\/\)'I‘OH -

Acido 11-mercaptoundecenoico

e ‘-
AR )
,rf;o,ix

Ag,S/Ag- surfactantes

SN

e

Ag,S/Ag-MUA

Figura 24. Funcionalizacién superficial Ag:S/Ag mediante intercambio de ligandos con
MUA para obtener nanoparticulas solubles en agua (Ag,S/Ag-MUA).
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2.4.5. Funcionalizacion de la superficie con polietilenglicol (PEG)

Se partieron de las NPs preparadas anteriormente en el apartado 2.4.4:
Transferencia a medio acuoso mediante acido 11-mercaptoundecanoico (MUA)
(AgsS/Ag-MUA), las cuales se funcionalizaron en la superficie con polietilenglicol

(PEG).

Para la formacién del conjugado PEG-NH, con AgxS/Ag-MUA se empled el
método de carbodiimida de acoplamiento mediante EDC/NHS en un tnico paso,
estableciendo una unién covalente tipo amida entre ambos. Esta reaccion implica
la activacion mediante EDC de los grupos carboxilos del MUA unido a las NPs
de AgxS/Ag, formando el intermedio inestable, seguido de la activacién de la

amina reactiva mediante sulfo-NHS, y finalmente la union mediante el enlace

covalente con PEG-NHo (figura 24).

Para hacer esto, se procedié disolviendo EDC (0.5 mg) y sulfo-NHS (0.7 mg) en
PBS (1 mL) que contenfa 1 mg de Ag,S/Ag-MUA junto con 1 mg de PEG-NH..
La mezcla se mantuvo en continua agitacion vigorosa durante 2 h, y después de
este periodo, se recuperaron por centrifugacion a 12000 rpm durante 2 h,
eliminando el sobrenadante, que contiene el exceso de reactivos. Se repitio este
procedimiento tres veces, y las NPs resultantes se dispersaron en PBS (1 mL) a
pH 7.4. Finalmente, las NPs se almacenaron a 4 °C para futuros anélisis, y la
muestra fue etiquetada con el nombre Ag,S/Ag-MUA-PEG. En la figura 25 se

esquematiza el proceso de PEGilaciéon mediante el método de carbodiimida.
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Figura 25. Representacion esquematica de la inmovilizacion de PEG mediante enlace
covalente por el método carbodiimida en un paso. Preparacion de Ag.S/Ag-MUA-PEG.

2.4.6. Sintesis de nanoparticulas nticleo@corteza de Ag:S/Ag@ZnS

Una vez optimizada la sintesis de las NPs de Ag.S/Ag, se buscé mejorar la
eficiencia cuantica (QY, del inglés quantum yield) de estas, sin alterar sus
propiedades luminiscentes. Para ello, se generaron estructuras nicleo@corteza
(del inglés core@shell), mediante una capa externa de ZnS que recubre el nicleo
de AgoS/Ag. Esta corteza protege al nicleo de la oxidacién y, segin su grosor y

ordenamiento, influye directamente sobre su QY.
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2.4.7. Sintesis del precursor Zn(DDTC):

Para la sintesis del precursor de dietilditiocarbamato de zinc (Zn(DDTC).) se
sigui6 un proceso similar al desarrollado en el apartado 2.4.2: Sintesis del
precursor Ag(DDTC). En dos matraces Erlenmeyer (500 mL), se disuelve
respectivamente, con ayuda de sonicacién y agitacién magnética, ZnCl, (1.3628
g, 0.1 mol) en H,O (200 mL) y Na(DDTC) (4.5062 g, 0.05 mol) en H.O (200 mL).
Una vez disueltos, se goted la disoluciéon de ZnCly sobre la disolucién de
Na(DDTC) mediante un embudo de adicién, y para la limpieza y posterior
recuperacion del producto se procedié conforme al protocolo previamente

detallado en el apartado 2.4.2: Sintesis del precursor Ag(DDTC).

2.4.8. Sintesis de nanoparticulas Ag.S/Ag@ZnS

En un matraz de fondo redondo (25 mL) de dos bocas, se anadié OLA (10.6 mmol,
3.5 mL) y se calentd en un bano de aceite a 210 °C. Se mantuvo a esta temperatura
durante 10 min, aplicando vacio con una bomba de alto vacio, y posteriormente
se cerrd y se dejo en atmosfera de nitrégeno. Por otro lado, se disolvié en un
Eppendorf a temperatura ambiente Zn(DDTC); (0.3 mmol, 10.8 mg) en OLA (4
mmol, 1.5 mL). La mezcla formada se recuperé en una jeringa y se introdujo
lentamente en el interior del matraz a 210 °C. La mezcla se dejo reaccionar durante
30 min mas. Las NPs se precipitaron con etanol y se centrifugaron a 10000 rpm
durante 10 min. A continuacién, se eliminé el sobrenadante y se repitié el proceso

dos veces. Finalmente, el precipitado se dispersé en cloroformo (10 mL) y se
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almaceno6 para su posterior andlisis. En la figura 26 se esquematiza el proceso de

sintesis mediante inyecciéon del precursor sobre el disolvente a alta temperatura.

La muestra obtenida se denomin6 Ag,S/Ag@ZnS.

OLA
10 min Zn(DDTC),
—_—
OLA Ag,S/ZnS
0 30 min
210°C 210°C
Vacio y nitrégeno Nucleacién y crecimiento
L : =
g |3 : : . :'I- é
1I0min N, A ue™ y’u‘s"*'“‘s’l“u’““m, A Sier 30 min
= NH - - L'cn; - :.::: o
OLA 210°C 210°C g@me 210°C
Zn(DDTC), @

Ag,5/Ag@Zns

Nucleacion ’
“head-to-tail”

Figura 26. Esquema de sintesis de las NPs de Ag»S/Ag@ZnS mediante inyeccién del
precursor Zn(DDTC), sobre el disolvente OLA a altas temperaturas.
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Capitulo I

Nanoparticulas poliméricas con
niicleos magnéticos para el transporte

y la liberacion controlada de farmacos



Antecedentes

[.1. Antecedentes

Desde hace varias décadas existe un gran interés en la sintesis de micro y
nanoesferas poliméricas. Algunas de estas son capaces de cambiar sus propiedades
coloidales y fisicoquimicas en respuesta a estimulos externos como pH,
temperatura, campos magnéticos, fuerza iénica, etc... Debido a sus caracteristicas
de biodegradabilidad, flexibilidad en la propiedades quimicas, tamano, morfologia
y funcionalizacién de la superficie, estos sistemas coloidales tienen multitud de
aplicaciones biomédicas, tales como liberacion controlada de farmacos,
reconocimiento especifico molecular, fabricacién de biosensores, separacion por
afinidad e inmovilizaciéon celular y enziméatica.”” Entre las principales
nanoparticulas poliméricas biodegradables figuran las fabricadas a partir de
poliésteres, poliaminoésteres, poliamidas, quitosano, poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA), acido polilactico (PLA) o policaprolactona (PCL), entre otras.>™ De
manera mas especifica, estos polimeros han mejorado las aplicaciones biomédicas
cuando se han unido a particulas magnéticas. Por ejemplo, los investigadores Zare
y col., estudiaron sistemas hibridos de PLGA con MNPs,™ 0 més recientemente,
los investigadores Hosseini y col. fabricaron un sistema compuesto de PLA /Fe;Oy
y nanotubos de carbono para el transporte y la liberacién de daunorrubicina en

células cancerosas de leucemia mieloide aguda.™

Las micro y nanoesferas basadas en poli( N-isopropilacrilamida) (pNIPAM) se han
convertido en uno de los sistemas coloidales méas estudiadas desde que, en 1986,
Pelton y Chibante describieran por primera vez su sintesis.” pNIPAM es un
polimero que forma microgeles coloidales compuestos tanto de grupos amida

(-CONH-), de naturaleza hidréfila, como de cadenas laterales isopropilo
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(-CH(CHs),), que son hidréfobas. Una de las caracteristicas mas importantes de
este polimero es que responde a la temperatura, presentando una temperatura
critica de transicion méas baja (LCST, lower critical solution temperature) de
32 °C en agua, cercana a la temperatura corporal ~37 °C.”" Esto significa que el
microgel sufre una transicion de fase reversible de volumen, o simplemente
denominada transiciéon de fase. Por debajo de la LCST, el microgel se expande
debido a la incorporacion de las moléculas de disolvente, por ejemplo agua,
formando puentes de hidrogeno entre el agua y los grupos acrilamida (estado
expandido). Por encima de la LCST, las moléculas de agua son expulsadas por la
rotura de los enlaces de hidrogeno, lo que hace que el microgel se colapse al
predominar las interacciones hidréfobas de los grupos metileno (estado
colapsado).®*™ En la figura 27 se muestra las cadenas hidréfilas e hidréfobas del

NIPAM, y el comportamiento del polimero cuando se supera o se esta por debajo

de la LCST.
T r32c v
- 2+ T32°C ®
. Grupo hidréfobo & & &
% & &
HN o | Grupo hidréfilo 286, 3 &
R N o Ce 8)
Grupo hidroéfobo sis2c
Expandido Colapsado

Figura 27. Estructura quimica de pNIPAM con los grupos hidréfobos marcados en rojo
y los grupos hidroéfilos en verde (izquierda). Transicién de fase entre el polimero
hidratado y deshidratado (derecha).
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Esta propiedad de hinchamiento-deshinchamiento puede aprovecharse en la
fabricacion de sistemas para la incorporacion, transporte y la vectorizacion
selectiva de farmacos y macromoléculas terapéuticas. En concreto, estos sistemas
han sido estudiados para la incorporaciéon de agentes antitumorales como
5-fluoruracilo (5FU) y oxaliplatino (OXA), dos de los farmacos mas utilizados en
quimioterapia. A continuacién, se exponen ejemplo concretos del uso de
microgeles de pNIPAM para la liberaciéon controlada de farmacos y, en concreto
la oncoterapia con el farmaco FU. El grupo de Rejinold y col. han desarrollado
nanogeles de pNIPAM con fibrinégeno en los cuales encapsularon 5FU,
obteniendo una mayor apoptosis de las células tumorales de cancer de mama.
Esto es debido a que por encima de la LCST, el sistema de liberacion del farmaco
desencadena la apoptosis de las células de cancer de mama en comparacién con
la dosis equivalente del farmaco libre, por una mayor captacion del farmaco.* El
grupo de Wen y col. sintetizaron particulas de pNIPAM en las que encapsularon
5FU y clorhidrato de metformina, presentando un sistema con alta capacidad de
carga y liberacion controlada.” También se han desarrollado sistemas hibridos de
pNIPAM unido a un silsesquioxano poliédrico oligomérico (MAPOSS) con
poli(etilenglicol) para controlar el tamario de poro, e incorporaron 5FU para el

posterior anélisis de su liberacién,* como se muestra en la figura 28.

PNIPAM
@ maposs
o= £ T
d F’ i soak d‘ ‘ k? |
: . — \ 3
g 8- g |8

Figura 28. Esquema de la preparaciéon de los hidrogeles hibridos pNIPAM-MAPOSS.®
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En relacion al farmaco anticancerigeno oxaliplatino; Patil y col. estudiaron
polimeros biodegradables de pNIPAM con quitosano cargados con OXA,* y Peng
y col. ensayaron nanogeles, sensibles a pH y temperatura, de polimero de pNIPAM

combinado con grupos metacrilato, para la liberacion de OXA.*

Por otra parte, el marcaje del polimero mediante FITC permite monitorizar la
incorporacion celular de los microgeles en el interior celular. De esta manera, los
investigadores Quan y col. conjugaron el tripéptido formado por arginina, glicina,
y acido aspartico (RGD) junto a transferrina a nanogeles de pNIPAM con acido
acrilico. Marcaron este sistema con FITC y anadieron como farmaco
doxorrubicina, de manera que visualizaron la incorporaciéon celular por endocitosis
en células tumorales HeLa.®®* En la figura 29 se ilustra el proceso de

internalizaciéon celular del farmaco.

&
VE{ §
27 °C 37°C . g,
Hela cell :Q s .@‘ — . o B,
6 %‘fg .
® ¢ ® .
NG RGD transferrin Dox

Figura 29. Ilustracién del esquema del proceso de internalizacion celular de los
nanogeles por las células HeLa.™
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A pesar de las caracteristicas tan favorables para las aplicaciones biomédicas
anteriormente mencionadas, los microgeles de pNIPAM muestran algunas
desventajas, como son la baja biodegradabilidad, la poca resistencia mecanica, la
relativamente baja capacidad de carga de farmaco y una liberaciéon poco
controlada.® Para superar estos inconvenientes, la sintesis de microgeles de
pNIPAM se lleva a cabo mediante hibridacién con otros sistemas coloidales como
particulas inorganicas u otros polimeros. En concreto, la unién a nanoparticulas
magnéticas de 6xido de hierro, principalmente de magnetita (Fe;O,), se ha
utilizado en los dltimos anos en biomedicina para la purificaciéon de biomoléculas,
diagnéstico mediante imagen por resonancia magnética (MRI), hipertermia y para
la liberacion de farmacos o genes.”” La ventaja de los sistemas de repuesta
magnética es que, mediante la aplicacién de un campo magnético alterno, se
consigue aumentar la temperatura, lo que permite controlar el comportamiento
del polimero termosensible. Adicionalmente, la hipertermia generada por la
excitaciéon magnética se utiliza para reducir considerablemente el tamafio de los
tumores. Por otra parte, mediante la aplicacién de un campo magnético es posible
guiar los sistemas magnéticos, permitiendo su acumulacién en una zona concreta
e incrementar asi la liberacion del farmaco.***” En la siguiente figura 30 se muestra
como actua el campo magnético sobre los sistemas hibridos compuestos de
pNIPAM y nanoparticulas magnéticas, acumulando y aumentando la temperatura

en la zona.
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Figura 30. Efecto del campo magnético sobre las nanoparticulas hibridas de pNIPAM
con MNPs en la liberacion controlada de farmacos.

La fabricacién de sistemas hibridos entre MNPs y polimeros termosensibles se ha
utilizado en multitud de investigaciones con aplicaciones terandsticas, y para la
liberacion controlada de farmacos. Por ejemplo, el grupo de Massoumi y col. ha
formulado nanoparticulas poliméricas de pNIPAM con el copolimero éacido
itaconico vy PEG, a las cuales se les une Fe;Os en su superficie, mostrando su
potencial aplicaciéon terandstica.® Los investigadores del grupo de Shen también
sintetizaron un sistema hibrido termosensible de pNIPAM con nanoparticulas
magnéticas de Fe;O4. A este sistema se le incorpord el farmaco 5FU y se estudié
su liberacion. La carga de dicho farmaco se mejoré6 mediante la generacién de
canales de silica mesoporosa (Si0:), ademas del recubrimiento de la superficie con
quitosano (CHI) y rodamina (R6G).* En la figura 31 se esquematiza el sistema

multirrespuesta desarrollado por estos investigadores.
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Figura 31. Ilustracion del proceso de preparacion de los sistemas de
Fe;0,/pNIPAM/5FU@mSiO-CHI/R6G.*

Otros investigadores como Kim y col. han creado sistemas hibridos de pNIPAM
con MNPs, y han funcionalizado la superficie del sistema con &acido félico,

aumentando asi la especificidad en la liberacién del farmaco.”

En esta Tesis Doctoral se ha desarrollado la sintesis de sistemas hibridos del
polimero pNIPAM marcado con FITC y con ntcleo magnético de Fe;Ou, en los
que se ha encapsulado para su vehiculizacién y liberacion guiada dos farmacos
quimioterapéuticos, oxaliplatino y 5-fluoruracilo. A continuacién, se describe con

detalle los resultados obtenidos.
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I.2. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo han sido publicados en un articulo de
alto impacto titulado “Magnetically active pNIPAM nanosystems as
temperature-sensitive biocompatible structures for controlled drug delivery” en la

revista Artificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology en el ano 2020.%!

1.3. Nanoparticulas magnéticas (MNDPs)

1.3.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas de FesOs (FesO4@)

Las nanoparticulas magnéticas de Fe;Os se sintetizaron para combinarse con el
polimero pNIPAM, con el principal objetivo de obtener nanoparticulas hibridas
metalorganicas, formadas por componentes organicos e inorganicos. De esta
manera se establece una relacion simbidtica en la que los microgeles aportan
estabilidad coloidal y de atrapamiento, asi como caracteristicas de respuesta a los
estimulos tales como temperatura; mientras que los componentes inorganicos
proporcionan propiedades cuanticas como la fotoluminiscencia, la resonancia
plasmonica superficial o el magnetismo. En concreto, en este apartado se detallan
los resultados de la sintesis de nanoparticulas hibridas en las que el polimero es
pNIPAM, que aporta respuesta a la temperatura, y el componente inorganico es

Fe;O4 que proporciona propiedades magnéticas. Por tanto, para la formacion de
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estas estructuras hibridas se comenzo6 por la sintesis del ntcleo magnético, descrito

a continuacion.

En esta Tesis Doctoral, el método usado para la sintesis de nanoparticulas
magnéticas (Fe;04Q) ha sido el de coprecipitacion en agua, utilizando TMAOH
al 25% (en agua o metanol) o NaOH como bases. Este método, desarrollado por
Massart en 1981, se basa en la mezcla de iones férrico y ferroso en una proporcioén

molar 2:1 (Fe(III): Fe(II)) en medio bésico.

Mediante este método, el tamano y forma de las MNPs obtenidas depende de
diferentes parametros, como: el tipo de sal empleada (cloruros, sulfatos, nitratos,
percloratos, etc.), la proporcién de iones férrico y ferroso, los valores del pH, la
temperatura de reaccion, la fuerza iénica del medio y de otros parametros de
reaccion como la velocidad de adiccién de la disolucion béasica y la velocidad de
agitacion. Asimismo, la sintesis en una baja concentracion de oxigeno es favorable
para prevenir la oxidacion de las MNPs y la pérdida de las propiedades

magnéticas, por lo que se mantuvo en atmoésfera inerte mediante argén.”

La principal ventaja de la aproximacién de Massart es que las muestras obtenidas
son hidréfilas y, por lo tanto, estables en medio acuoso. Se trata de un método
rapido, que destaca por la facilidad, la reproducibilidad y el alto rendimiento. Sin
embargo, la principal desventaja viene dada por el hecho de que, para obtener
una distribucion de tamaifo estrecha de las MNPs resultantes, deben constatarse

de manera estricta algunos parametros de la reaccion.

Para todas las MNPs preparadas, la cantidad de Fe;O4 se determiné midiendo el
peso del residuo seco, de manera que se tomoé una alicuota de 1 mL y se seco en
el horno a 80 °C para evaporar el disolvente. Los resultados muestran la presencia

de magnetita en 7.2 mg Fe;Osen cada mL de la disolucién cuando la sintesis se
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realiz6 con TMAOH en metanol, y 8.66 mg Fe;Osen cada mL cuando se utilizo
TMAOH en agua. Sin embargo, cuando se afnadié NaOH como base para la
preparacién de particulas, el residuo seco fue solo de 4 mg/mL. Por lo tanto, se
obtiene un mayor de rendimiento en la sintesis cuando se utiliz6 TMAOH en
agua, ya que se obtiene mayor cantidad de residuo seco o sélido correspondiente
a las MNPs, al compararlo con los otros reactivos utilizados bajo las mismas

condiciones de sintesis.

Estos resultados confirman un proceso de sintesis mas efectivo cuando se realiza
la coprecipitacion utilizando como base TMAOH en agua. En la figura 32 se

muestra la imagen TEM de las MNPs obtenidas por el método de coprecipitacion

con TMAOH en agua.

Figura 32. A) Nanoparticulas magnéticas sintetizadas por coprecipitacién utilizando
como base TMAOH en agua. B) Ampliacion de una zona.
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1.3.2. Funcionalizacién de las nanoparticulas magnéticas de Fe;O4

Las MNPs de magnetita muestran algunas desventajas, como la rapida
aglomeracion, la alta reactividad, la alta energia superficial y la facilidad de
oxidacion; lo que puede alterar su biocompatibilidad, sus propiedades y su
rendimiento. En suspensiones acuosas, la magnetita se agrega facilmente debido
a una combinacién de fuerzas de Van der Waals y magnéticas. La formaciéon de
agregados puede afectar a la reactividad de estas debido a la pérdida de la
actividad especifica de una nanoparticula individual. La formaciéon de agregados
puede ser irreversible o reversible, pudiéndose romper estos ultimos mediante

sonicacién u otros procesos de mezcla.™

Para prevenir estos eventos no deseados, se realiz6 la funcionalizacion superficial,
es decir, una modificacion de la quimica de la superficie, que conduce a cambios
en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, y evita que se aglutinen de forma,

irreversible.

La afinidad entre el polimero y las MNPs depende en gran medida de la superficie
de las MNPs y de la cabeza del grupo funcional que actia como ligando. El niicleo
de MNPs se eligié por sus propiedades magnéticas, pero presenta una superficie
incompatible con la funcionalidad quimica del polimero deseado. Para superar
esto, la superficie puede revestirse con una fina capa de material por la que el

ligando tiene una gran afinidad.?

Para poder conseguir el recubrimiento de las MNPs con el polimero pNIPAM, se
incorpord un doble enlace terminal en la superficie mediante el tratamiento de las
MNPs con éacido acrilico o acido but-3-enoico (Figura 33). Mediante este

recubrimiento se impide la oxidacién de la superficie de las MNPs y se permite el
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crecimiento del polimero de pNIPAM dejando el ntcleo magnético en el interior
de la particula polimérica.’"%9 Este proceso se llevd a cabo bajo calentamiento y

sonicacion para evitar la agregacion de estas.

Es importante senalar que este paso de funcionalizacién solo afecta ligeramente
al tamano de las particulas, las mediciones del DLS de los clisteres de MNPs de
magnetita funcionalizadas con acido 3BA mostraron un didmetro de
144.3nm + 7.9, mientras que las MNPs modificadas con AA presentaron un
didmetro mas pequeno pero similar (140.3 nm + 8.0). Este tamano de particula
concuerda con los previamente publicados por Laurenti y col.,” donde el tamano
de los clusteres de magnetita en las MNPs de Fe;O. disminuyd con la cantidad de

3BA anadida durante la funcionalizacién de las particulas.

Fe,0,-AA Fe,0,-3BA

Figura 33. Representacion esquematica de la modificacion de la superficie de las MNPs:
a) 4cido acrilico (@Fe;0+AA) y b) dcido but-3-enoico (QFe;0,-3BA).
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I.4. Nanoparticulas poliméricas

I.4.1. Sintesis de los sistemas pNIPAM@MZ

Una vez conseguido el nucleo de nanoparticulas magnéticas, se paso a la sintesis
del polimero pNIPAM. La preparacion de las nanoparticulas de pNIPAM macizas
(PNIPAM@MZ) se realizo en condiciones de polimerizacién radicalaria de
N-isopropilacrilamida en disolucién acuosa, utilizando un amidinopropano (V50)
como iniciador radicalario y N,N’-metilenbisacrilamida (BIS) como agente
entrecruzante. La sintesis se llevd a cabo a 70 °C bajo atmosfera inerte. En la
figura 34 se muestra una imagen TEM de las nanoparticulas de pNIPAM@QMZ

obtenidas mediante esta sintesis.

Figura 34. Nanoparticulas de pNIPAM®@MYZ libre.
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En este trabajo se han utilizado varias concentraciones de monémero y distintos
porcentajes de agente reticulante con el fin de optimizar el tamafio de las
particulas, la monodispersidad y la estabilidad o agregacion de particulas tanto
en el exterior como en el interior del microgel. El control preciso de las condiciones
de sintesis nos permite obtener polimeros altamente reproducibles, y con las
caracteristicas Optimas para su utilizacion como posibles sistemas para la
liberacion controlada de farmacos, dado que el tamano va a influir de manera
directa con la interaccion celular y la biodistribucion del polimero in vitro e in

vivo.”

Inicialmente se realizo la reacciéon de polimerizacion a varias concentraciones de
monoémero, de 50 a 250 mM, mientras que el porcentaje molar del entrecruzante
BIS se modific6 en el rango de 0 a 10% con respecto al monémero (Tabla 4). En
la columna del entrecruzante BIS se muestra el porcentaje molar de este respecto
al monémero NIPAM. El iniciador radicalario se utilizé en todos los casos en una
concentracién constante (100 mM). Las muestras sintetizadas se analizaron

mediante TEM para determinar su morfologia y tamano.
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Tabla 4. Condiciones de polimerizacion de pNIPAM.

N,N'-Metilenbisacrilamida
N-isopropilacrilamida (NIPAM)
(BIS)
g mmol mM g mmol Yomol

1 0.113 1.0 50 0.015 0.10 10
2 0.170 1.5 75 0.023 0.15 10
3 0.226 2.0 100 0.031 0.20 10
4 0.339 3.0 150 0 0 0
5 0.339 3.0 150 0.015 0.075 2.5
6 0.339 3.0 150 0.023 0.15 5
7 0.339 3.0 150 0.032 0.21 7.5
8 0.339 3.0 150 0.046 0.30 10
9 0.453 4.0 200 0.062 0.40 10
10 0.566 5.0 250 0.077 0.50 10

A continuacion se analiza los resultados obtenidos en cada sintesis. Cuando se
utilizé una concentraciéon de monémero de 150 mM y un 5 % de entrecruzante,
se observ) una baja agregacion de las NPs y una alta monodispersidad (Tabla 4,
muestra 6). Las muestras fueron analizadas por TEM mostrando tamanos en el
rango de 490 £+ 3.0 nm y 530 + 5.5 nm de didmetro. Sin embargo, cuando se
utilizé la preparacién con una concentraciéon de mondémero més alta (Tabla 4,
muestras 9 y 10), se observé una importante agregacion, que no mejoré al reducir
la concentracién del entrecruzante (Tabla 4, muestra 7). Por otra parte, se
observaron bajos rendimientos en las NPs con una menor concentracion de
monoémero y manteniendo constante (al 10 %) la concentracién del BIS (Tabla 4,

muestras de 1 a 3); de hecho, cualquier intento de mejorar la monodispersidad de

98



Resultados y discusion

la muestra mediante la adiciéon de menores concentraciones de entrecruzante fue

infructuoso (Tabla 4, muestras 4 y 5).

Se deduce por tanto de los resultados experimentales, que las condiciones ideales
para la sintesis de nanoparticulas de pNIPAM@MZ libres, con alta
monodispersidad y baja agregaciéon son utilizando 150 mM del mondémero
N-isopropilacrilamida, 5% del entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida respecto

al monémero y 100 mM del iniciador 2,2'-azobis(2-metilpropionamida).

1.4.2. Adicion de comondmeros a pNIPAM@MZ: nanoparticulas

copoliméricas

La adiciéon de comonémeros permite una modificaciéon de la superficie de las NPs
manteniendo los mondémeros principales, lo que permite seleccionar los grupos
funcionales que se incorporan a la superficie para el anclaje de otras moléculas. El
revestimiento de la superficie es fundamental para determinar las propiedades,

estabilidad y solubilidad de las NPs.

Como se detall6 en la seccién de la parte experimental 2.3.3: Preparacién de
nanoparticulas copoliméricas, la sintesis de las NPs copoliméricas se llevé a cabo
utilizando acido but-3-enoico, acido acrilico o alilamina como comonoémeros. La
preparacion de las NPs se llevé a cabo siguiendo las condiciones oOptimas
determinadas para las NPs de pNIPAM@QMZ libre (Tabla 4, muestra 6), y
anadiendo a la mezcla de polimerizacion los tres comonémeros en estudio. En la
figura 35 se muestra la estructura de los polimeros resultantes de la adicion de

comonomeros.

99



Resultados y discusion

La correcta adicion del comonémero a la red polimérica se demostré mediante
analisis del potencial Z. Los resultados manifiestan que los sistemas de
pPNIPAM-co-3BA@ a pH= 8 muestran un potencial de -16 + 0.305 mV y los
sistemas de pNIPAM-co-AAQ@ valores de -14 + 0.244 mV. Esto demuestra el
anclaje de los grupos COOH a la red polimérica, dado que a pH=8 se da una
desprotonacion parcial de los grupos de acido carboxilico en la red del microgel.
Estos mismos sistemas a condiciones de pH neutro o acido mostraron un valor

0 mV de potencial Z.

Por otro lado, cuando se polimeriza. NIPAM en presencia de alilamina para
obtener pNIPAM-co-AL@Q, se anade grupos NH» a la red polimérica. Esto queda
demostrado analizando el potencial Z a pH= 2, donde se produce la protonacion
de los grupos amina. Este hecho concuerda con el valor obtenido de 7.08 + 0.63

mV en la medida de potencial Z.

a) o b) H‘Nll}
\T/ Hﬁﬂ/“\/Iq_
8]
H” rJ oZ N " nl o T O
. N.
H /J\
0

HN o} COOH

pNIPAM@MZ pNIPAM-co-3BA@
H\Atla H‘N’l*o
c) N o] d) H ,J
H. "N
N
0
n n 0 i " "

' HN” S0 ~NH,
:jhk O cooH

pPNIPAM-co-AA@ pNIPAM-co-AL@

Figura 35. Estructuras del polimero. a) pNIPAM@MZ, b) funcionalizado con dcido
but-3-enoico, ¢) dcido acrilico, d) alilamina.
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Los analisis mediante TEM mostraron que la morfologia de las NPs no se vio
afectada por la adicion de comonoémeros a los polimeros, siendo sus datos
morfolégicos muy similares. Como se observa en la figura 36, las imagenes
muestran una baja polidispersidad y tamanos de entre 519 4+ 3.0 nm y 540 £+ 5.5
nm de diametro, similares al de pNIPAM@MZ. Por lo tanto, se deduce que la
morfologia de las particulas no se ve afectada por la composicién quimica, ni se

produce agregacion de estas.

Figura 36. Imagen de TEM de NPs de pNIPAM con concentracién de monémero de
150 mM y 5% de entrecruzante BIS. a) pNIPAM@MZ, b) pNIPAM-co-3BA@, c)
pPNIPAM-co-AAQ, d) pNIPAM-co-ALQ.
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1.5. Sistemas hibrido de pNIPAM con nticleo magnético

Como se detalld6 en la seccién de la parte experimental 2.3.4: Preparacién de
sistemas hibridos con nicleo magnético, se sintetizaron NPs hibridas coloidales
con nucleo magnético, por crecimiento del polimero pNIPAM y pNIPAM-co-AL
sobre @Fe;O+-AA y QFe;0-3BA, que actuaron como semillas. En la figura 37 se
muestra una imagen donde se observa el efecto del campo magnético de un iman

de neodimio sobre las NPs con ntcleo de magnetita.

Figura 37. Aspecto de la emulsion en agua de sistemas hibridos de pNIPAM con
nanoparticulas magnéticas en el interior. Se observa que en la zona del iman de
neodimio hay un ciimulo marrén formado por los sistemas poliméricos con niticleo

magnético.

Se midi6 el ZP de los sistemas hibridos magnéticos, obteniendo un valor de -14 +
0.3 mV, tanto para las NPs pNIPAM@Fe;O-3BA como para
pNIPAM@Fe;0~AA, a pH= 8. Estos valores indican la presencia de &acidos
carboxilicos desprotonados en la red polimérica. Por otro lado, para los sistemas

copoliméricos de pNIPAM-co-AL@Q, a pH= 8 obtuvo un valor de -11 £ 0.3 mV,
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y a pH= 2 de 2.03 + 0.6 mV, indicativo este ultimo de la protonacién de los
grupos amina. Estos valores son coherentes con la composicion quimica de las
particulas, asi como con los datos obtenidos anteriormente para las redes de

pNIPAM sin nucleos magnéticos.

I.5.1. Optimizacion del tamafio: variacion de la concentracion de

monomero y entrecruzante

La morfologia y tamano de las NPs obtenidas se analizaron mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) y anélisis de dispersién dindmica de la luz
(DLS). Resaltamos que los tamafios del microgel medidos por DLS son mayores
que los obtenidos por TEM. Esto se debe a que la medida generada por el DLS
refleja el tamafio de microgel expandido en disolucién, mientras que en la imagen
TEM se visualiza la morfologia y tamano del microgel colapsado, en estado
deshidratado. Esto es causado por que en microscopia TEM es necesario secar la

muestra sobre una rejilla previamente a la obtencion de la imagen.

e Variacién de la cantidad de monémero

Con el objetivo de estudiar la dependencia del tamano final de las particulas con
la. concentracién de mondmero, hemos realizado la polimerizacién del pNIPAM
sobre las MNPs funcionalizadas @QFe;O0,-AA y @Fe;0+-3BA  a varias
concentraciones de monémero NIPAM. En concreto se ha estudiado 50, 75, 150 y
200 mM de NIPAM, todas ellas manteniendo al 10 % del entrecruzante BIS

respecto al monémero. En la figura 38 se muestra las imagenes obtenidas con
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TEM de las nanoparticulas hibridas pNIPAM@Fe;O»-3BA preparas con las
concentraciones de monoémero mencionadas. Al igual que en el caso anterior para
los microgeles de pNIPAM@MYZ puro, cuando la concentracién de monoémero es

menor (50 mM), se obtienen los microgeles mas pequerios.

Figura 38. Imédgenes al TEM de muestras de pNIPAM@Fe;O~3BA preparadas con
distintas concentraciones de mondmero (a) 50, (b) 75, (¢) 150 y (d) 200 mM.
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Como vemos en las imagenes, se confirma la formacion de los sistemas hibridos,
dado que en el centro de los microgeles se muestra un clister de alto contraste
formado por esferas metdlicas de 6xido de hierro, recubiertas por una capa de

polimero monodisperso, que se observa de menor contraste en las imagenes.

Cuando se utiliza una concentraciéon 50 mM de mondémero NIPAM y 10 % de
entrecruzante BIS (Figura 38 a), se observa que en la mayoria de los casos los
cumulos magnéticos estan recubiertos por un polimero estérico, sin embargo, hay
una importante presencia de agregados de magnetita libre no recubiertos, y de
algunos camulos magnéticos recubiertos por una cubierta de polimero de

morfologia irregular.

Con una concentraciéon de NIPAM de 75 mM (Figura 38 b), el nimero de
agregados de magnetita libre no recubierta se reduce, comparado con la muestra
de 50 mM. Sin embargo, la cantidad de microgeles con morfologia no definida que

recubren el clister magnético aumentan.

En el caso de las sintesis realizadas con concentraciones 150 mM y 200 mM de
NIPAM (Figura 38 ¢ y d, respectivamente), es importante destacar que los
agregados libres de magnetita no recubiertos casi desaparecen, probablemente
debido a la mayor cantidad de mondémero, sin embargo, los cimulos de magnetita
se encuentran recubiertos por microgeles con morfologia irregular. Algunos de
estos nicleos de magnetita y el recubrimiento de los polimeros parecen ser dos
microgeles pNIPAM fusionados con el cliister magnético en el centro, lo que puede
deberse a la elevada concentracion de mondémero. Este mayor aglutinamiento de
las MNPs puede también deberse a que el cambio en el medio producido por el
aumento de la cantidad de NIPAM produzca mayor inestabilidad de estas y por

ende formen mayores agregados de cimulos magnéticos. De esta manera, no
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encontramos agregados de MNPs libres ya que, debido al mayor tamano de estos
estos, sedimentan con mayor facilidad y se han limpiado por decantacion

magnética, eliminando los clusteres de MNPs libres.

Basandonos en estos resultados, consideramos que 50 mM es la concentracion
optima de NIPAM para obtener MNPs recubiertas por microgeles pNIPAM

esféricos.

e Variacién de la concentracion de entrecruzante

Una vez definida la concentracion éptima de monémero NIPAM, hemos analizado
el efecto de diferentes concentraciones de entrecruzante (BIS) durante la
preparacion de sistemas magnéticos hibridos. Para ello se mantiene a una
concentracién constante de monémero NIPAM (50 mM). La figura 39 incluye
imégenes TEM representativas para el sistema pNIPAM@Fe;O.-AA, el cual se ha
preparado empleando concentraciones de 0, 2.5, 5 y 7 % de entrecruzante BIS

respecto a la concentraciéon de mondmero.
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Figura 39. Imégenes TEM de pNIPAM®@Fe;0~AA preparadas con diferentes

porcentajes de entrecruzante respecto al monémero (a) 0 %, (b) 2.6 %, (¢) 5 % y (d)
7 %.

Como se observa en la figura 39 (a), con 0 % de entrecruzante, hay una ausencia
total de microgeles, la estructura hibrida nicleo@corteza se perdié totalmente y
se observa una red continua que contiene NPs de Fe;Os dispersas. En estas
condiciones se forma particulas de reticulacién ultra-baja (ULC, del inglés

Ultra-low cross-linked), las cuales muestran una alta deformabilidad.?%
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La muestra preparada con 2 % de BIS (Figura 39 b) presenta sistemas hibridos
tipo nicleo@corteza que contienen grupos de magnetita recubiertos por microgeles
esféricos, pero con un bajo niimero de MNPs dentro de cada microgel, y una alta
cantidad de microgeles libres. Esta muestra presentara una baja respuesta

magnética.

La muestra preparada con 7 % de BIS (Figura 39 d) muestra sistemas hibridos
que contienen agregados magnéticos con un nimero muy variable de MNPs de
magnetita. Sin embargo, para el sistema hibrido preparado al 5 % BIS se
obtuvieron ntcleos homogéneos que contenian clisteres magnéticos con un
numero regular y constante de MNPs de magnetita y recubiertos completamente
por un microgel esférico (Figura 39 c). Estos datos también confirman que la
presencia del nicleo magnético no afecta al proceso de reaccién de polimerizacion,

sino que esté influenciado solo por la cantidad de mondémero y entrecruzante.

Por tanto, podemos concluir que las condiciones éptimas para la fabricacion de
particulas hibridas con morfologia (ntcleo@corteza) bien definida y similar
contenido de magnetita (pNIPAM@QFe;0,-AA) son las que emplean 50 mM de
mondémero N-isopropilacrilamida, 5 % de entrecruzante N,N-metilenbisacrilamida
respecto al mondémero, y 100 mM de iniciador 2,2'-azobis(2-metilpropionamida).
Con estas condiciones, se alcanza un tamano medio de nanoparticula de 255 + nm
de diametro, tamano ideal para utilizar estas NPs como sistema para el transporte
y liberacion de farmacos. En la figura 40 se esquematiza las condiciones dptimas

de sintesis.
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Figura 40. Esquema de las condiciones 6ptimas de sintesis de sistemas hibridos de
pNIPAM. El tamafo medio aproximado es de 255 nm de didmetro.

En la figura 41 se visualiza una amplificacion de una NP de pNIPAM@Fe;O,-AA
obtenida en las condiciones 6ptimas de sintesis establecidas. En la figura 41 (a),
donde se incluye la imagen de pNIPAM@Fe;0,-AA, se diferencia claramente el
clister magnético en el centro del polimero. Asimismo, se determiné el tamafio de
las NPs sobre las imagenes obtenidas TEM mediante el software de analisis de
imagen ImageJ. Los valores de los tamanos de particula obtenidos se representan
en la figura 41 (b) en un histograma de distribucién de tamanos que muestra la
frecuencia y la curva de distribucién normal. Se observa que el tamafio minimo
de particula es de 212 nm y maximo de 308 nm, muy cercanos a la media de 255

111.
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Figura 41. (a) Imagen ampliada del sistema pNIPAM@Fe;O0AA sintetizada en las
condiciones éptimas. (b) Histograma de la distribucién del tamaifo de las NPs, donde se
representa el diametro frente a su frecuencia.

I.5.2 Diametro hidrodinamico (Dn) y temperatura critica de transicion de

fase (LCST)

Se ha determinado la temperatura critica de transicién de fase (LCST) para los
sistemas magnéticos hibridos (pNIPAM@Fe;O-AA) preparados siguiendo las
condiciones Optimas obtenidas en el apartado anterior, establecidas en 50 mM
concentracién de monémero y 5 % de entrecruzante respecto al monémero. Para
ello, se ha medido el diametro hidrodinamico tal y como se detalla en el apartado

experimental 2.1.3: Dispersién dindmica de luz (DLS).

En la figura 42 (a) se representa la medida del didmetro hidrodindmico (Dg) en
funcién de la temperatura para pNIPAMQMZ puro y para el sistema

pNIPAM@Fe;0,-AA. Las medidas se tomaron cada 2 °C en un intervalo de
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temperatura entre 24 °C, temperatura a la que se observa un didmetro de 590 nm,
y 46 °C, temperatura a la cual los microgeles tienen un didmetro de 252 nm. Los
diametros medidos son similares para ambos sistemas coloidales:
pNIPAM@Fe;0,-AA y pNIPAMQMYZ puro. En este rango de temperaturas se
observa los dos estados del microgel: el estado colapsado cuando se calienta y el

estado expandido cuando se enfria.

En la figura 42 (b) se representa el cambio del tamafio de las particulas en
nandémetros en funcién de la temperatura para ambos sistemas. En esta grafica,
el valor maximo (34 °C) indica la temperatura critica de transicién de fase
(LCST), es decir, la temperatura a la cual se produce el cambio del estado
expandido al colapsado, y viceversa. Como puede ademas observarse, el diametro
hidrodindmico en funcibn de la temperatura para los sistemas
pNIPAM@Fe;04-AA (linea negra) es muy similar al didmetro hidrodindmico para
los microgeles puros de pPNIPAM@MZ (linea roja). De hecho, la LCST se establece
a 34 °C en ambos casos. Estos datos apoyan la afirmacion que la presencia de
nicleo magnético no influye ni en el tamano final de las particulas ni en el valor

de la temperatura critica de transicion de los sistemas hibridos

pNIPAM@Fe;0s-AA.
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Figura 42. a) Didmetro hidrodindmico de microgeles de pNIPAM@Fe;O,-AA (linea
negra) y pNIPAM@MZ (linea roja) en funcién a la temperatura; b) cambio del tamaiio
de particula pNIPAM@Fe;0-AA (linea negra) y pNIPAM@MYZ (linea roja) en funcién

de la temperatura. La temperatura critica en ambos casos es 34 °C.

Figura 43. Cambio de aspecto del polimero pNIPAM con la temperatura del estado (a)
expandido (b) colapsado (LCST 34 °C).

El tamano final de las NPs por debajo del LCST depende de la relacion entre la
cantidad de agente entrecruzante dentro de la red polimérica y los de las unidades
repetidas de mondémero. A mayor concentraciéon de agente entrecruzante, se

alcanzara un mayor entrecruzamiento. Los microgeles muy entrecruzados tienen
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una estructura mas compacta y se expanden mucho menos comparandolos con el
mismo microgel con un nivel de entrecruzamiento menor. Por tanto, el
entrecruzamiento dificulta la movilidad de las cadenas de polimero, disminuyendo
asi la expansion. En la figura 44 se muestra una representacion de las cadenas
poliméricas de pNIPAM entrecruzadas formando la red del microgel con el nicleo
magnético en su interior y su comportamiento expandido y colapsado segin la

temperatura.

Expandido Colapsado

Figura 44. Cambio del tamano de las particulas en funcion de la temperatura para las
particulas de pNIPAM@Fe;O+AA. La temperatura LCST para pNIPAM@QFe;0,-AA se

encuentra a 34°C

Por encima de la LCST, el microgel de pNIPAM se encuentra totalmente
colapsado debido a que las moléculas de agua son expulsadas de la red del
microgel. Esto significa que los microgeles de pNIPAM muestran una naturaleza
hidréfila por debajo de su LCST y una naturaleza hidréfoba por encima de ella.

El comportamiento de expansion-contraccion puede explicarse con la teoria de

96

Flory,” que establece que en un microgel la presion osmoética de expansioén viene

dada por las contribuciones de tres términos:
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Al_[expansién = Allpezcia + Alleisstica + Alljen = 0

Donde All,ezcia €S la contribucion a la presion osmoética del equilibrio
polimero/disolvente, Allgsstica €8 la contribucién eldstica de las cadenas de
polimero deformadas desde su estado de referencia, y Ally, representa la
contribucién debida a la presencia de iones libres y enlazados (por ejemplo, mezcla
ion/disolvente y efectos electrostaticos). Segin esta expresion, un polimero con
una baja densidad de entrecruzamiento tendra una transicion de fase mas intensa

debido a un menor componente elastico.

Por tanto, como hemos indicado y siguiendo la teoria de Flory, el tamano final
de los microgeles por debajo del LCST vendra definido por la cantidad de
entrecruzamiento del polimero. Para comprobar esto, hemos analizado los valores
de Dy para las NPs de pNIPAM@Fe;O0-AA a 24 °C y a cuatro densidades de
entrecruzante diferentes (0, 2.5, 5y 7 %). En la Tabla 5 se indican los resultados

obtenidos.

Tabla 5. Diametro hidrodindmico a 24 °C'y tanto por ciento de entrecruzante respecto
al monémero.

% Entrecruzante | Didmetro hidrodindmico (nm)
0 148
2.5 668
) 590
7 500
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1.5.3. Analisis de contenido en hierro

Se ha analizado también el contenido de hierro mediante la técnica de absorcién
atomica en los sistemas pNIPAM@Fe;0,-3BA y pNIPAM@Fe;Ox-AA con
150 mM de NIPAM y 5 % de BIS. Segln esta técnica, los sistemas presentan

205 mg/g y 198 mg/g de hierro (RSD 3.8 %), respectivamente.

I.5.4. Marcaje fluorescente: preparacion de FITC-pNIPAM-co-
AL@Fe;0+-AA

Con el objetivo de visualizar los sistemas hibridos con un microscopio confocal de
fluorescencia, y poder ademas seguir la internalizaciéon en entornos biologicos; se
sintetizaron los sistemas hibridos polimero-ntcleo magnético y se marcaron con
isocianato de fluoresceina (FITC). Para ello, se partié de nucleos magnéticos
funcionalizados con acido acrilico (QFe;04,-AA) y a estos se crecié un copolimero
pNIPAM aminoterminal, es decir, que presenta grupos alilamina en su estructura
(pPNIPAM-co-AL@Fe304-AA) (figura 45). La preparacién se llevé a cabo bajo las
condiciones Optimas de sintesis que se han establecido anteriormente, es decir,
NIPAM (50 mM), y BIS (5%). La incorporacién del croméforo FITC se realizd
mediante la reaccién del grupo amina libre presente en la red polimérica
(proporcionado por la alilamina) con el grupo isotiocianato del FITC, como se

representa en la figura 45.
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Figura 45. Esquema del marcaje fluorescente con FITC de las NPs hibridas
PNIPAM-co-AL@Fe;0-AA.

En la figura 46 se muestra imagenes TEM de las NPs hibridas
FITC-pNIPAM-co-AL@Fe;0.,-AA. El tamano medio determinado mediante TEM
de las NPs es 255 nm de diametro. De nuevo, se observan microgeles esféricos
bien dispersos que contienen clisteres magnéticos de agregados de Fe;Osen el

centro de la estructura.

Figura 46. Imédgenes TEM las NPs de FITC-pNIPAM-co-ALQFe;O+AA marcadas.
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Como se observa en la figura 46, los microgeles mantienen una alta
monodispersidad en tamano y forma, confirmando la estabilidad después de las

reacciones llevadas a cabo.

La presencia de FITC en los sistemas hibridos se confirmé mediante microscopia
confocal de fluorescencia, excitando la muestra a 492 nm, y recogiendo su emisién
a 518 nm. En la figura 47 se observa las imagenes obtenidas con un microscopio
confocal (figura 47 a y b), también se incluyen la imagen del espectro de absorcién

y emisién de la molécula de FITC (figura 47 ¢) y las muestras bajo una lampara

UV (figura 47 d)
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Figura 47. (a) Visualizacién FITC-NIPAM-co-AL@Fe;0+AA con el microscopio
confocal de fluorescencia. (b) Ampliaciéon de un grupo de NPs marcadas. (c) Espectro
de absorcién y emisiéon de FITC. (d) Muestras bajo lampara de UV.
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El marcaje fluorescente del polimero ofrece la ventaja respecto a los sistemas no

marcados, de poder estudiar de la internalizacién celular de las NPg. 41835

Mediante el seguimiento por microscopia confocal de cultivos celulares tratados
con los sistemas marcados in vitro se puede establecer el movimiento de los
sistemas hibridos y la liberacién de farmacos de manera direccionada hacia las

células tumorales.

I.6. Encapsulacion de 5-fluoruracilo y oxaliplatino

La encapsulacién de farmaco 5FU se llevé a cabo en los sistemas pNIPAMQMZ,
pNIPAM@Fe;0,-3BA y pNIPAM-co-ALQFe;0~AA, mientras que el farmaco
OXA se incluyé en las particulas pNIPAM@QMZ y pNIPAM@Fe;Os-3BA. La
incorporacién de los farmacos anticancerigenos se realizdé a 20 °C debido a que a
esta temperatura la red polimérica del pNIPAM se encuentra en estado

expandido.

Para llevar a cabo la encapsulacion de los farmacos, se anadié de 3 a 20 mg del
compuesto activo a una dispersion en agua de los sistemas pNIPAMQ@QMZ (Tabla
6). La eficiencia de encapsulacion (EE %) se define como el porcentaje de farmaco
que queda atrapado en la NP. La EE% se calcula dividiendo el farmaco total
anadido menos el farmaco libre no atrapado entre el farmaco total anadido,

multiplicado por 100.
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En la férmula de eficiencia de encapsulacion (EE %), Dr indica la concentracion

inicial afiadida del farmaco y Dr, es la concentracion del farmaco libre después de

la centrifugacion.

La EE %

del farmaco en los sistemas poliméricos fue establecida por

espectrofotometria UV. Para ello, se midi6 la absorcién en un espectrofotémetro

UV-Vis a 257 y 248 nm, para 5FU y OXA, respectivamente, en las muestras

previamente centrifugadas para eliminar el exceso no encapsulado.

90

resultados se muestran en la Tabla 6 como un promedio de dos mediciones.

Tabla 6. Eficiencia de encapsulacion (EE %) en los sistemas de pNIPAM con los

farmacos oxaliplatino (OXA) y 5-fluoruracilo (5FU).

Los

Muestra | Farmaco | Precursor Sistema pNIPAM EE
(mg) pNIPAM %
(mg)
1 5FU (20) 10 pNIPAMQ@QMZ~+5FU 36.3
2 5FU (20) 10 pNIPAM@Fe;04-3BA+5FU 60.7
3 5 FU (3) 6 PNIPAM-co-AL-FITCQFe;0,-AA+5FU | 60.0
4 5FU (6) 17 pPNIPAM-co-AL@Fe;0,-AA+5FU 65.0
5 OXA (10) 10 pNIPAM@QMZ+0OXA 38.5
6 OXA (10) 10 pNIPAM@Fe;04-3BA+0OXA 77.5
7 OXA (10) 10 PNIPAM-co-AL@Fe;0,-AA+OXA 73.5
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Como se puede observar en los valores incluidos en la Tabla 6, se obtuvo una
buena eficiencia de encapsulacion en todos los casos, entre 37 y 77 %
aproximadamente. Se destaca de estos resultados que la EE % para los sistemas
hibridos con ntcleos magnéticos fue mayor (Tabla 6, muestras 2-4, 6 y 7) que
para los sistemas pNIPAM@MZ puros (Tabla 6, muestras 1 y 5). Este efecto es
constante para todos los sistemas preparados y se atribuye al mayor tamano de
las NPs en estado expandido (hasta 800 nm) de los sistemas hibridos. El hecho
de presentar un mayor tamano permite una mayor acumulacién del farmaco,

aumentando asi la capacidad de carga.

Analizando las eficiencias de encapsulacién para cada farmaco, se observa que se
obtienen mejores resultados para el firmaco OXA (hasta 77.5 %, Tabla 6, muestra
6) que para b5FU (65.0 % méaximo, Tabla 6, muestra 4). Este hecho puede ser
atribuido a una mejor solubilidad en agua de 5FU, lo que aumenta su tendencia
a permanecer en la disolucion acuosa y, por tanto, se mantiene en el medio y se

encapsula menos en el polimero.

1.7. Liberacion in vitro de 5-fluoruracilo y oxaliplatino

La liberacién in vitro de 5FU y OXA se estudié utilizando una bolsa de diélisis
de celulosa colocada en un Erlenmeyer que contenia una disolucién de buffer PBS
a pH = 7.4 como fase estacionaria y a una agitacién constante de 100 rpm. Se
recogieron alicuotas de 3 mL de la disolucién a intervalos de 10 min, durante los

primeros 60 min, y cada 12 h durante un periodo de 48 h. El medio de liberacion
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fue reemplazado por el mismo volumen de PBS extraido para mantenerlo

constante.

Para determinar el efecto de la temperatura en la liberacion del farmaco, el ensayo
se realizé a 4, 20 y 40 °C (figura 48). La liberacién del farmaco se midié por

espectrofotometria UV (257 nm para 5FU y 248 nm para OXA).

La figura 48 muestra los resultados la liberacion del farmaco para

pNIPAM@QMZ+5FU y pNIPAM-co-AL@Fe;0,-AA+OXA frente al tiempo.
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Figura 48. Ensayo de liberacién de farmacos. Liberacién acumulada de (a)
pNIPAM@QMZ+5FU, (b) pNIPAM@Fe;0-AA+OXA.

Como se puede observar, a las temperaturas de 4 y 20 °C, solo ha habido liberacién
acumulada de alrededor del 2.5 % para ambos farmacos. Esto significa que el
farmaco se retiene fuertemente dentro de la matriz polimérica expandida dado
que a esta temperatura el microgel se encuentra por debajo de la LCST. Sin

embargo, a 40 °C el porcentaje de liberacion acumulada es de casi 42 % a lo largo

121



Resultados y discusion

de los primeros 60 min, alcanzando el 81 % después de 48 h, lo que se atribuye al

colapso del microgel, dado que se encuentra por encima de la LCST.

Estos datos muestran el potencial para el transporte y la liberacién controlada de
ciertos farmacos anticancerigenos, como por ejemplo 5-fluorouracilo y
oxaliplatino, en el interior del cuerpo humano, dado que a esta temperatura, los
microgeles se encuentran en estado colapsado, favoreciendo la liberacion. Ademaés,
se destaca que las células tumorales muestran una temperatura superior a las
células normales, por lo que se incrementa la liberacién especifica en estas células.
Estos resultados sugieren la posible aplicacion de una terapia combinada (5FU y
OXA) utilizando una unica NP, que podria ser dirigida directamente al tumor a
través de un campo magnético externo. Asi pues, los sistemas hibridos presentados
poseen aplicaciones potenciales en la administracién localizada de farmacos, lo
que los convierte en una herramienta muy prometedora para la terapia del cancer

de colon.

Concretamente, la investigadora de la Universidad de Granada Garcia-Pinel,
Beatriz, et al.** ha estudiado in vitro estos sistemas sintetizados en esta Tesis
Doctoral, destacando entre los resultados que las NPs muestran una gran
biocompatibilidad, una excelente capacidad de carga de farmacos especificos
contra células de cancer de colon y una alta sensibilidad a la temperatura, lo que
permite aumentar la liberacién de farmacos y mejorar la terapia citotdxica en este

tipo de tumores.
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Antecedentes

I1.1. Antecedentes

El campo de la imagen biomédica se ha ido desarrollando en las tltimas décadas,
permitiendo obtener informacién de érganos y tejidos de organismos vivos, algo
que es muy util para el diagnoéstico o pronostico de diferentes enfermedades. Entre
las distintas técnicas de imagen mas utilizadas se encuentran: TC (Tomografia
Computerizada), PET (Tomografia por Emision de Positrones), SPECT
(Tomografia Computerizada de Emision Monofoténica), imagen por ultrasonidos
y resonancia magnética (MRI). Sin embargo, estas técnicas tan ampliamente
utilizadas muestran varios inconvenientes, entre los que debemos resaltar el uso
de radiacién ionizante. Por ejemplo, para la TC se utilizan agentes de contraste
basados en yodo/bario; para MRI, basados en gadolinio; y para PET, indicadores
metabodlicos radiactivos de fluorodeoxiglucosa/fluorotimidina. Ademds, muestran
baja sensibilidad, baja resolucion espacial y una compleja instrumentacion con

coste elevado.”

Con la introducciéon de la microscopia de fluorescencia a principios del siglo XX
se han desarrollado multitud de marcadores fluorescentes, es decir, agentes de
contraste capaces de emitir luz de una determinada longitud de onda bajo
excitacion oOptica, y que permiten visualizar distintos procesos y estructuras a
escala celular tanto in vitro como en organismos vivos (in vivo-bioimagen). Desde
la proteina verde fluorescente (GFP),” determinada en 1994 y los colorantes
organicos, hasta las actuales nanoestructuras fluorescentes,” los marcadores
fluorescentes han experimentado un gran desarrollo gracias al avance en las
técnicas de sintesis quimica y de imagen. Los nuevos nanomateriales fluorescentes

son capaces de superar las limitaciones de otras técnicas de imagen utilizadas de
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forma habitual. Asi, estos marcadores muestran ventajas tan interesantes como
la ausencia de radiaciones ionizantes, la elevada estabilidad fotoquimica, la
posibilidad del control de la longitud de onda de emision, la relativa simplicidad,
la alta sensibilidad y el bajo coste del equipamiento necesario. Sin embargo, las
técnicas de imagen fluorescente presentan inconvenientes que no debemos olvidar:
los tejidos biologicos muestran autofluorescencia, lo que provoca interferencias
con el fondo y problemas en cuanto a la relacién sefial /ruido, y la baja penetracion
debido a la absorcién y scattering de la luz por los tejidos biologicos. En la figura
49 se muestran los procesos de interaccion de la luz con un tejido. La reflexion,
dispersion, absorcion, scattering y la autofluorescencia contribuyen a la pérdida

de senal de fluorescencia y al aumento del ruido.

Irradiacion
Reflexién

Autofluorescencia 4
Fluorescencia NIR-II

. . aesnesp Scattering

Fluoroforo .
* Agente de contraste

endégeno
Figura 49. Interaccién de la luz con tejido biologico. Se visualizan los procesos de

Tejido biclagico

reflexion, autofluorescencia y scattering al interaccionar con un tejido biolégico, lo que

contribuye a la pérdida de senal.*™
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Estas limitaciones pueden superarse mediante fluoréforos que trabajen en un
rango determinado del espectro electromagnético llamado ventanas biolégicas,
favoreciendo las imagenes biomédicas por la reduccion de la autofluorescencia y
scattering de los tejidos, y aumentando la penetrancia en los mismos.' 1> En la
figura 50a se ilustra la capacidad de penetracién de la luz en los tejidos, mostrando
que la excitacion en la regién NIR-II permite llegar a una mayor profundidad en
el tejido, comparado con el Vis y el NIR, y por tanto, proporciona mejores
ventajas en la obtencion de imégenes. En la figura 50b se representa los
coeficientes de absorcién de diferentes tejidos bioldgicos en funcién de la longitud
de onda en la region de 400 a 1700 nm, que abarca las ventanas del espectro
visible, NIR-I y NIR-II (regiones sombreadas en azul, verde y rojo,
respectivamente). Como se observa, todos los tejidos muestran una dispersién

reducida en las longitudes de onda mas largas.

A) B) Visible NIR-I NIR-II
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Figura 50. a) Ilustracién esquemaética de la penetracion en los tejidos por la luz visible,
NIR-I y NIR-II. b) Coeficiente de absorcién de diferentes tejidos biolégicos.*™

En la figura 51 se muestra la relacién entra la longitud de onda de excitaciéon y

emision con la autofluorescencia de los tejidos en un ratén con los Organos
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expuestos. En la imagen de la figura 5la se visualiza al ratéon con luz blanca, en
el que vemos los érganos y fluidos corporales, tutil para la comparacion con las
distintas imdgenes posteriores. Se senala con flechas la vesicula biliar (GB),
intestino delgado (SI) y vejiga (BI). En la figura 51b se puede observar con el
filtro de luz azul/verde (460-500 nm/505-560 nm) y en la figura 51c con verde/rojo
(525-555 nm/590-650 nm). Como se observa, los tejidos y fluidos corporales
muestran autofluorescencia, lo que interfiere en la obtencion de imégenes en estas
longitudes de ondas. Cuando se utiliza el filtro de infrarrojo cercano (NIR)
(725-775 nm/790-830 nm), figura 51d, la autofluorescencia queda reducida,

demostrando que es la regiéon mas 1til para la bioimagen al no tener ruido de los

103

propios tejidos.

Jy Luz blanca A .=460-500 nm

A.,=505-560 nm
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Figura 51. Autofluorescencia de los tejidos de un ratén a diferentes rangos de
longitudes de onda de excitacion y emisién. En la region del espectro NIR la

autofluorescencia se reduce.'™
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Cada tejido muestra unos valores de scatterring y absorcion distintos, lo que esté
relacionado con la proporcion relativa de agua, hemoglobina, o grasas, presentes
en él. Asi, el rango del espectro que presenta las mejores condiciones para obtener
imagenes de fluorescencia biomédica abarca la ventana del NIR-II, con rangos
entre 1000 — 1700 nm.'™ Para aprovechar estas longitudes de onda es necesario
recurrir al uso de NPs fluorescentes, entre las que encontramos nanotubos de
carbono, quantum dots, nanoparticulas de tierras raras y nanoparticulas organicas

e inorganicas.!%

Las nanoparticulas que emiten en la regién espectral del infrarrojo cercano
(NIR-NPs) son muy atractivas en aplicaciones biomédicas por varias razones: a)
la fotoexcitacion en la region NIR no desencadena la luminiscencia de la materia,
biolégica, lo que minimiza la fluorescencia de fondo a casi cero, b) se permite una
mayor profundidad de penetracién de la luz de excitacién y ¢) la luz emitida en
el infrarrojo también puede penetrar en los tejidos sin mostrar fototoxicidad.
Asimismo, las NIR-NPs son quimicamente estables y muestran una baja

citotoxicidad.

En este contexto, las NPs destacan por su versatilidad, pudiéndose utilizar tanto
para bioimagen como marcadores fluorescentes, como para transporte y liberacion
controlada de farmacos. Por ello, se pueden definir como plataformas terandsticas,
es decir, capaces de actuar simultdaneamente como agente terapéutico y de

% TLa sintesis quimica de las NPs permite el control y optimizacién

diagnéstico.
de las caracteristicas fisicoquimicas, espectrales, tamano y carga de la superficie,
pudiendo dirigir estas hacia un targeting pasivo o activo con aplicaciones

biomédicas en investigacién y en uso clinico.!’%:107
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Adicionalmente, ademés de la biocompatibilidad, la fotoestabilidad y la
intensidad de emisién, una de las principales caracteristicas mas deseadas en los
marcadores fluorescentes es la eficiencia cudntica (QY, del inglés quantum yield).
Se define la QY como la medida directa de la eficiencia de la conversion de los

fotones absorbidos en fotones emitidos.

Aprovechando las caracteristicas de las NIR-NPs, se ha conseguido obtener
imagenes de alto contraste. Con este tipo de agentes de contraste se ha
demostrado, por ejemplo, la posibilidad de monitorizar, en tiempo real y de forma
no invasiva, una anomalia del flujo sanguineo en un modelo de accidente
cerebrovascular de oclusién de la arteria cerebral media del ratén.'”™ Para ello,
Hong y col. utilizaron nanotubos de carbono, capaces de emitir en la region
NIR-ITa, llegando a una profundidad de >2 mm en el cerebro del ratéon y con una
resolucion inferior a 10 pm, evitando la craneotomia. En la figura 52 se muestra

las imagenes obtenidas con los nanotubos de carbono como agente de contraste.
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" |Alto

Bajo

Figura 52. Iméagenes in vivo en diferentes subregiones NIR del cerebro del ratén
empleando como marcador nanotubos de carbono. a) Cabeza de ratén sin pelo. b-d),
Imagenes de fluorescencia de la misma cabeza de ratén en las regiones NIR-I, NIR-II y

NIR-1Ia. En d), se etiquetan con 1, 2 y 3, la vena cerebral inferior, el seno sagital

superior y el seno transversal, respectivamente.'”™

El grupo de Li y col. han sintetizado NPs basadas en lantanidos que son capaz de
ser excretadas, evitando la retencién usual de la mayoria de los fluoréforos NIR-IT
en el sistema reticuloendotelial (RES), como el higado y el bazo. Estas sondas,
que emiten en el NIR-II, pueden eliminarse rapidamente del cuerpo tras su
administracion intravenosa, evitando las preocupaciones de seguridad a largo
plazo. Ademas, las propiedades Opticas permiten la aplicacion biomédica tanto
como para cirugias, monitorizacion sanguinea, problemas vasculares, visualizacion

de tumores.'” En la figura 53 se muestra un esquema de las posibles aplicaciones

de las NPs.
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Thrombus Ischemia Ischemia perfusion Tumor vascular Embolization SLNB

Popliteal LN
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Sacral LN

Figura 53. Esquema resumen de la utilidad de las nanoparticulas excretables basadas
en lantanidos para la imagen biomédica multifuncional y cirugia gracias a la emision en

la segunda ventana del infrarrojo cercano.'”

Otra caracteristica que protege las propiedades opticas de las NPs que emiten en
el NIR-II es la utilizacién de estructuras ntcleo@corteza (del inglés, core@shell).
En ellas el recubrimiento desempena un papel fundamental en la proteccion del
nicleo contra la oxidacion y en la conservacion de su fluorescencia. Los
investigadores Zhang y col. han desarrollado quantums dots nicleo@Qcorteza de
sulfuro de plomo@sulfuro de cadmio (PbSQCAS) sintetizados en fase orgénica, los
cuales emiten en la ventana de NIR-IIb, alrededor de 1.600 nm.!''° Utilizando estas
NPs estos autores han obtenido iméagenes en tiempo real del flujo sanguineo en la
vasculatura de ratones a través de la piel. Estas sondas son ttiles para la

investigacion biomédica dado que permite la visualizacién de tumores, gracias a
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la acumulacion en la zona por el efecto de permeabilidad y retencién aumentada
(EPR) y emiten a ~1.600 nm, regién del espectro en el que la autofluorescencia
es practicamente nula, por lo que no existira ruido de los propios tejidos. En la
figura H4a se esquematiza el proceso de obtencion de imagenes del ratéon, en las
figuras 54b y ¢ se observa las imagenes obtenidas con los quantums dots de las
NPs ntcleo@corteza de PbSQCAS y en la figura 54e el esquema de las NPs

empleadas.

Figura 54: a) Esquema de la visualizacion in vivo del ratén a través de la piel. b y ¢)
Imagen confocal de fluorescencia in vivo de los vasos de la extremidad posterior del

ratén después de la inyeccion los QDs. E) Representacién esquematica de las NPs

nticleo@corteza de sulfuro de plomo@sulfuro de cadmio.!'!

Utilizando también este tipo de estructuras niicleoQcorteza, son varios los grupos
de investigacién que han buscado mejorar la eficiencia cuantica de las NPs de
Ag:S mediante el recubrimiento con ZnS,* ¥ AgCL" CdS,'® SnS,,1¢ SiO,,1" y
AgWOL" Los sulfuros de zinc (ZnS) y plata (AgS) son compuestos
semiconductores muy utilizados debido a la biocompatibilidad de ambos y a que
no se interfiere en la emisién del ZnS sobre la del nicleo de AgoS/Ag que emite
en el NIR-II." Por tanto, en esta tesis se ha estudiado la proteccién del nicleo

de AgoS/Ag mediante ZnS que reduce los defectos estructurales del ntcleo, en
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busca de una mejora de la eficiencia cuantica, y con perspectivas futuras de

continuar la investigacion en busca de NPs para bioimagen.

Son muchas las aplicaciones biomédicas de las NPs que emiten en la region del
NIR-II, principalmente debido a las buenas propiedades 6pticas. En concreto, en
esta Tesis Doctoral se han desarrollado NPs de sulfuro de plata, que forman
cristales semiconductores muy compactos, compuestos por cientos o miles de
atomos ordenados en una estructura cristalina de forma habitualmente esférica.
Cuando las NPs de sulfuro de plata son excitadas a 800 nm, son capaces de emitir
en la segunda ventana del infrarrojo cercano, utilidad estudiada in vivo mediante
inyeccion en un ratén. Ademaés, mediante el recubrimiento nicleo@Qcorteza de las
NPs de sulfuro de plata con sulfuro de zinc se pretende aumentar las propiedades
Opticas mediante la proteccion del nicleo de plata. A continuacién, se detallan

los resultados obtenidos.
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I1.2. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo han sido publicados en un articulo de
alto impacto titulado “10-Fold Quantum Yield Improvement of Ag.S
Nanoparticles by Fine Compositional Tuning” en la revista ACS Applied

Materials & Interfaces en el ano 2020.'%

I1.2.1 Sintesis del precursor Ag(DDTC)

El crecimiento de nanoparticulas de Ag:S/Ag se lleva a cabo empleando como
precursor dietilditiocarbamato de plata (Ag(DDTC)). Este compuesto se sintetizo
siguiendo el procedimiento indicado en la parte experimental 2.4.2: Sintesis del
precursor Ag(DDTC). El producto se identific6 mediante FTIR (figura 55), en la
que se observan los grupos funcionales asociados al compuesto Ag(DDTC) y se

verifico por comparacion con la base de datos espectral para compuestos organicos

(SDBS No.: 527). Las medidas fueron tomadas de 4000-400 cm™.
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Figura 55. Espectro FTIR del precursor Ag(DDTC).

I1.2.2 Sintesis de nanoparticulas Ag:S/Ag

Partiendo del precursor sintetizado (Ag(DDTC)), se estudi6 las condiciones
6ptimas para la sintesis de nanoparticulas de Ag»S en cuanto a la relacién entre
la mezcla de los disolventes oleilamina (OLA) y 1-dodecanetiol (DDT). El método
de sintesis seguido fue mediante descomposicién térmica a 190 °C en atmosfera
inerte, durante 1 hora. Esto permitié la transformacién total del precursor
Ag(DDTC) presente en la mezcla de disolventes organicos en nanoparticulas de
AgxS/Ag. En la figura 56 se representa el proceso de sintesis, mostrando el paso
primordial de nucleacién, cuando se define el tamano final de las NPs y las
caracteristicas de estas. En la Tabla 7 se indican las concentraciones estudiadas

para cada disolvente.
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Figura 56. Esquema sintesis nanoparticulas de sulfuro de plata.

Tabla 7. Mezcla de disolventes utilizados en cada sintesis.

Fraccion molar
Nombre sintesis del disolvente DDT mmol OLA mmol
(Xprr)
A 0 0.0 15.2
B 0.15 2.4 13.7
C 0.3 5.2 11.4
D 0.60 10.4 7.6
E 0.9 18.8 1.5
F 1 20.9 0

Todas las muestras sintetizadas se almacenaron en viales, dispersadas en tolueno,

a 4 °C y protegidas de la luz. Las dispersiones mostraron un aspecto de color negro

con diferentes niveles de brillo, perceptibles a simple vista. En la figura 57 se

incluye una fotografia de los viales de las muestras.
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Figura 57. Muestras sintetizadas almacenadas en viales para su posterior analisis. Las
muestras, etiquetadas de H1 a H6 corresponden con las etiquetas de la A - F conforme
a la Tabla 7.

Todas las muestras obtenidas fueron estudiadas mediante TEM, para determinar
su morfologia y tamano; y se determiné la distribucion de tamano de particulas
mediante la representacion de histogramas de tamano para cada sintesis. La figura
58 muestra imagenes obtenidas mediante TEM correspondientes con las seis
condiciones de estudio anteriormente indicadas y la distribucion de tamano
correspondientes a cada sintesis. Como se observa, hay una disminucion de

tamanio en funcién al ratio DDT/OLA pasando de ~ 13 nm a ~ 5 nm (Tabla 8).

Este cambio de tamano se debe principalmente a que la reaccién se lleva a cabo
con distinta relacion de disolventes en cada caso, y por tanto, varia la composicion
final de las NPs. Sin embargo, en todos los casos se observa que las NPs de Ag.S
muestran geometria esférica, y se apilan de forma organizada y regular en

“panales”.

Cuando no se anade nada del disolvente DDT o solo 2.4 mmol y el resto es de
OLA (muestras A y B), se obtienen los mayores tamafios de particula, 13 y 13.7

nm respectivamente. Esto se debe a que en estas condiciones se ha producido una
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nucleaciéon méas lenta, lo que ha permitido el crecimiento de las NPs a un mayor

tamano.

Figura 58. Arriba: visualizacion al TEM de todas las sintesis realizadas a distinto ratio

de mezcla de disolventes. Abajo: histogramas de tamarios de las NPs a diferentes ratios
de mezcla de disolventes.
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Tabla 8. Tamano respecto a la relacién de disolvente para cada muestra.

Nombre sintesis | Fraccién molar del disolvente (Xprr) | Tamaino (nm)
A 0 13.0
B 0.15 13.7
C 0.3 11.6
D 0.60 10.5
E 0.9 10.3
F 1 6.0

Las muestras C, D y E tienen tamafios muy similares: 11.6, 10.5 y 10.3 nm,
respectivamente. Aqui se relaciona la velocidad de la reacciéon con el tamano de

particula, asi como la cantidad de DDT en cada reaccién.

Por 1ultimo, la muestra F produce las nanoparticulas mas pequenas, este hecho se
relacionada con que solo se utiliza DDT como disolvente y nada de OLA, y por

tanto se ha producido una reaccion mucho mas rapida.

En resumen, podemos deducir que el tamano de las NPs de Ag,S/Ag se controla
de forma sencilla cambiando la proporcién de disolventes DDT/OLA. Desde el
punto de vista estructural, en este estudio se observa una clara disminucién del
tamano de las NPs relacionado con un aumento del DDT, lo que se asocia a una
mayor estabilizacién de las NPs pequenas debido al disolvente portador de grupos
tioles (DDT). Esto significa que, en el momento de la nucleacién, cuando las NPs
son muy pequenas, al existir una mayor cantidad de grupos tioles debido al
disolvente DDT, se produce una reaccion mas rapida, lo que impide el lento
crecimiento de estas, y por tanto quedan estabilizadas con un menor tamaio. Sin
embargo, cuando solo se utiliza OLA como disolvente, se da una reaccién mas
lenta, formandose unas NPs de un tamano mayor, gracias a que el proceso de

nucleacién es menos reactivo y permite el lento crecimiento.
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I1.2.3. Caracterizacion HAADF-STEM y EDS

Para una mejor comprensiéon de la estructura cristalina de las NPs, se llevaron a
cabo analisis mediante microscopia de difraccion de angulo alto en campo oscuro
(HAADF-STEM), y se realizaron mapas de la composicién de la muestra (EDS,
o también abreviado EDX). En la figura 59 se muestra imégenes representativas

tomadas para cada una de las muestras preparadas, agrupadas segin la relacion

de los disolventes DDT/OLA, y nombradas de la A — F (Tabla 7).

Comenzaremos analizando las imagenes HAADF-STEM (figura 59; Al - F1).
Mediante esta técnica, se obtienen imagenes en las que los materiales mas
electrodensos aparecen en el detector como una senal brillante sobre un fondo
oscuro, debido a que el contraste de las fases va a depender del cuadrado de su

masa atémica (Z?).

Como se observa, todas los NPs muestran una morfologia similar, con dos regiones
diferenciadas en cuanto a la electrodensidad. La zona blanca o més clara situada
excéntricamente, que corresponde a la parte mas electrodensa de las NPs y que
absorbe menos electrones. La zona gris o mas oscura, que constituye la mayor
parte de la NP, es la zona menos electrodensa. Probablemente, la diferencia de
zonas se deba a la presencia de plata metdlica (zona blanca) y sulfuro de plata
(zona gris). Esto se debe a que en el interior de las NPs de Ag.S se forman nticleos
de plata metalica, los cuales pueden actuar directamente sobre las propiedades
luminiscentes de estas. Para comprobar esta hipotesis se realizé6 un andlisis de
composiciéon mediante EDS, que permitira determinar que elemento quimico

predomina en cada region.
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Figura 59. Micrografias HAADF-STEM de NP obtenidas bajo diferentes condiciones
sintéticas Al - F1. Las imagenes A2 - F2 representan la cartografia elemental EDS de
la plata, y las A3 - F3 representan la cartografia elemental EDS del azufre. En las
imagenes A4 - F4, se muestra la superposicion de las imagenes del analisis elemental de
HAADF-STEM y EDS y las imagenes A5 - F5 sus aumentos.
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A continuacién se analizardn los mapas elementales de espectrometria de
dispersién de energia (EDS) (Figura 59, A2 a F5), para mostrar la distribucion
espacial anisotrépica de Ag (rojo) y S (verde) dentro de las NPs. En las imégenes
de A — F nimero 2, se muestra en rojo las regiones enriquecidas en Ag, que se
superponen coincidiendo con las regiones que exhiben un mayor contraste 7
(regiones blancas en las micrografias HAADF-STEM, A1 — F1). Del mismo modo,
en las imagenes de A — F niimero 3, se muestra en verde las regiones enriquecidas
en S, las cuales coinciden con las zonas de menor contraste en las micrografias
HAADF-STEM, Al — F1. Las imégenes correspondientes a — F ntimero 4, son
una superposiciéon de las regiones de Ag, S e imagenes HAADF-STEM.
Finalmente, de la A — F ntimero 5 es un zoom a unas NPs concretas para poder
visualizarlas con mas detalle. De estas imagenes se pueden obtener las
conclusiones de que, aunque la plata se encuentre por la totalidad de las NPS, se
observa que en cada una de ellas se ha formado un nicleo predominantemente de
plata metalica, recubierto por una capa de sulfuro de plata, por lo que verificamos
que hemos obtenido correctamente NPs de Ag,S/Ag. Ademads, existen variaciones

en el tamano y posicion del niicleo de plata segin la composicién de la muestra.

Estudiando las imagenes, podemos observar que el nucleo de plata metalica
aparece de manera mas excéntrica cuando se utiliza un Xppt mas bajo durante la
sintesis; es decir, en las muestras A, B y C. De esto se puede deducir que las
condiciones de sintesis inducen variaciones en la estructura y propiedades de las
NPs sintetizadas. De hecho, la disminucién del tamano total de las NPs esta

claramente correlacionada con un aumento de Xppp durante la reaccion.
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Por tanto, ha quedado claro que el tamano de estos nticleos de plata metalica y
de la capa de sulfuro de plata estan determinados por la relaciéon de disolventes
utilizada. A continuacién se estudiara la relacién entre Xppr utilizada y el tamano
de estos ntucleos, para clarificar de qué modo influye la relaciéon de disolventes

utilizada.

Para ello, hemos relacionado el tamaiio medio de las NPs de cada sintesis con el
tamano medio de la regién electrodensa correspondiente con el ntcleo de plata.
En la figura 60 se representa esta relacién, mostrando en verde el tamano de las
NPs completas y en rojo el tamafio de solo la parte del nicleo de plata. Como
observamos en la grafica, el tamano del nicleo de plata metalica se mantiene
practicamente constante, y lo que varia es el tamano de la region del sulfuro de

plata, lo que va a influir sobre el tamano final de las NPs.
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Figura 60. Tamanio medio de las nanoparticulas Ag.S/Ag (verde) y de los niicleos de
Ag (rojo) en funcién de la relacion DDT/OLA.
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Las muestras A, B y C, que son las que menos porcentaje de DDT presentan,
crecieron hasta un mayor tamano total de NPs. Por el contrario, las muestras D,
E y F, con mayor concentracion del disolvente DDT, generaron NPs de menores
tamanos. Sin embargo, a pesar de la disparidad del tamano total de NP, la
totalidad de muestras, independientemente de la concentracion de DDT/OLA,

muestran un tamano del nticleo de plata metalico de alrededor de 5 nm.

Para explicar estos resultados debemos destacar que el disolvente DDT presenta
un grupo tiol, capaz de interaccionar con los metales nobles con energias de enlace
de alrededor de los 200-300 kJ/mol, y la disociacién puede producirse a
temperaturas cercanas a los 200 °C. Ademas, el DDT es un compuesto organico
de naturaleza poco polar, muy adecuado para el uso como precursor para la

generacion de metales de tamano nanométrico.'*

Por tanto, los tamanos de las NPs obtenidas se relacionan directamente con la
capacidad de interaccion de los disolventes con los metales nobles. Es decir, debido
a que el disolvente DDT posee mayor capacidad para interactuar con las NPs a
través del grupo tiol, que presenta una mayor energia de enlace hacia los metales
nobles (200 kJ/mol), se van a generar reacciones mas rapidas que el disolvente

OLA, produciendo por tanto NPs méas pequenas.'*

En otras palabras, un alta Xprr (cantidad elevada de DDT y menor de OLA) da
lugar a reacciones de mayor velocidad y estabilidad coloidal de los precursores de
las NPs formadas durante la nucleacién en el curso de la reaccién. Esto resulta
en que estas pequenas NPs, al no encontrarse agregadas, van a dar a lugar a unas

NPs finales de menor tamano (condiciones E y I, Tabla 7).
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I1.2.4. Difraccion de rayos X de polvo (XRD)

Para corroborar estos resultados, se realizé un analisis por difracciéon de rayos X
de polvo (XRD), que permite la identificacion de la fase de un material cristalino.
En la figura 61 se muestra los patrones obtenidos para cada sintesis. Se estudiaron
las fases cristalinas de cada sintesis (A — F, Tabla 7) mediante la comparacién de
las intensidades relativas y las posiciones de las reflexiones con los datos existentes
en la base de datos JCPDS (Comité Conjunto de Estédndares de Difraccién de

Polvo, del inglés Joint Committee for Power Diffraction Sources).

Los patrones de XRD de estas NPs revelan la presencia de dos fases cristalinas,
que podrian atribuirse a la Ag»S monoclinica y a la Ag cibica. Si observamos las
reflexiones a 26 = 28.97, 31.49, 33.57, 34.48, 34.83 6 36.9 grados, se pueden asignar
a la fase de Ag:S monoclinica (entrada JCPDS N°© 14-0072; constantes de red:

a=4229A, b=6931 A,y c=7862A).

Ademaés, podemos observar algunas pequefias reflexiones a 20 = 38.15 y 44.18
grados, que pueden ser asignadas al Ag metdlico cibico (entrada JCPDS N©.

04-0783; constantes de la red: a = 4.0862 A).

Estos patrones de XRD concuerdan con los resultados previos: en las muestras de
las NPs de Ag,S existe una fase de plata metalica, que se organiza formando un
nucleo metalico excéntrico, en el interior de una estructura predominante de

sulfuro de plata.
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Figura 61. Patrones XRD de nanoparticulas de Ag.S/Ag sintetizadas usando diferentes

ratios entre DDT/OLA: 1 (F) negro, 0.60 (D) azul, 0.15 (B) rosa, 0.9 (E) naranja, 0.3

(C) verde, 0 (A) cian. Las reflexiones atribuidas a la fase ciibica de Ag estan resaltadas
en rojo. Muestras A — F (Tabla 7).

I1.2.5. Absorcion ultravioleta (UV-Vis)

La Figura 62 muestra los espectros de absorcién normalizados para todas las
muestras en el rango entre 300 y 900 nm. En todos los casos, se observa una fuerte
absorcion en la region del espectro visible con un hombro débil a 465 nm y una
larga cola hasta la region NIR. El hombro a ~465 nm puede atribuirse a la

contribucién plasménica de la plata metalica presente en las NPg. 1212
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Figura 62. Espectro normalizado de absorcion UV para las NPs sintetizadas en los
diferentes ratios DDT/OLA. Muestras A — F' (Tabla 7).

El hombro a ~465 nm puede atribuirse a la contribucién plasmoénica de la plata

1257125 Fn la figura 63 se representa el fenémeno de

metalica presente en las NPs.
resonancia del plasmoén superficial localizado de una nanoparticulas metéalica de
tamano nanométrico. El plasmén superficial localizado se define como la oscilacion
colectiva de la nube de electrones libres en las cercanias de una superficie metélica.
La resonancia del plasmon superficial localizado aporta a los materiales metalicos

nanomeétricos propiedades 6pticas tinicas, como una mayor capacidad de absorcion

y esparcimiento de la luz incidente.
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Figura 63. Resonancia del plasmén superficial de la plata. Los electrones libres de la
nanoparticula metalica pueden interaccionar con la radiacion electromagnética de baja
frecuencia, y como consecuencia oscilan en resonancia con ésta debido a un fuerte

acoplamiento con una longitud de onda especifica de la luz incidente.

Como se observa en la figura 62, se destaca que el hombro alrededor de los 400
nm solo aparece en aquella sintesis en las que se ha utilizado OLA. Esto indica la
importancia de los grupos amino en la formacién de plata metélica durante la

sintesis de las NPs a altas temperaturas.'?

De hecho, es bien sabido que durante la sintesis de las NPs de Ag,S mediante la
descomposicién térmica de un precursor de plata, como el monotiobenzoato de
plata o el dietilditiocarbamato de plata, se forman nanocristales de plata metalica
como productos secundarios.®”'* Esto es debido a que en una reaccién térmica,
se produce preferentemente la rotura de los enlaces Ag-S frente a los enlaces S-C,
y por tanto se liberaran iones de Ag™ en ausencia de azufre reactivo. Si observamos
las energias de disociacién de enlace Ag-S (206.45 kJ/mol) vemos que es inferior

a la del enlace S-C (265.95 kJ/mol)."*"

La adicién de alquilaminas -en este caso oleilamina- en la reaccion puede llevar a
cabo una funcién activadora, de manera que reduce la energia de disociacion de

los enlaces S-C del precursor de plata mediante la adicién nucledfila de una amina
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al sitio del carbono del grupo tiocarbonilo del Ag(DDTC),. De esta manera, se
proporciona una mayor cantidad de azufre reactivo en la reaccién, lo que da lugar

a un aumento del tamafno de la matriz de Ag»S.'*

I1.2.6. Andlisis elemental por energia dispersa (EDS)

Para determinar las condiciones de sintesis 6ptimas para la producciéon de NPs de
AgoS/Ag, se ha analizado la composicién de las NPs nombradas con la letra A, D
y E en la Tabla 7. Para ello, se ha realizado un perfil de mapeo EDS, el cual
permite determinar la composicién en cada zona de las NPs, 1til para detectar el
nucleo de plata metélica respecto a la cobertura de sulfuro de plata. Asi, se puede
definir perfectamente la composicién de cada una de ellas, y poder determinar

cual tendra mejores propiedades luminiscentes.

Como hemos visto previamente, las condiciones de cada sintesis repercuten
directamente sobre el tamano, forma y posiciéon del ntcleo enriquecido con plata
metéalica, asi como la relacién atéomica de Ag:S dentro de las NPs. Ademas, las
propiedades opticas del nucleo de plata metdlica estan relacionadas con su
tamafio.”® Una NP de Ag,S/Ag sin irregularidades cabria esperar que obtenga

una relacién atémica Ag:S de 2:1 o cercana, como se indica en la figura 64.
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Figura 64. A) Disposicion de los dtomos de Ag y S en la red cristalina perfecta."® B) La
relacion atémica perfecta Ag:S de una matriz de sulfuro de plata es igual a 2.

A continuacién, examinamos los resultados obtenidos del anélisis EDS para las

sintesis con Xprr de 0.0, 0.60 y 1.00.

e Muestra A: Xprr de 0

Mediante el andlisis del perfil de rayos X de las NPs sintetizadas con el 100 %
OLA (Xprr de 0.00 — muestra A; Figura 65) podemos determinar la relacién

atomica Ag:S en estas NPs, representado en rojo Ag y verde S.

Como se observa en la figura 65 A y B; en las regiones mas electrodensas, se
obtiene mayor intensidad de Ag que de S, por lo que se confirma que se han

generado nicleo enriquecidos en plata metalica.
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Figura 65. Perfil de mapeo EDS muestra A con Xppr de 0. A) Intensidad en u.a. de Ag
(rojo) y S (verde) con respecto a la posicién de la sonda en la imagen. B) Imédgenes
STEM junto con la relacién Ag:S en cada zona de la NP y frente a la posicién de la
sonda. C) Distribucién de frecuencia de la relacién Ag:S en las NPs, excluyendo el

nticleo de plata.

Cuando representamos la distribucion de frecuencias de la relacién Ag:S obtenida
en esta sintesis (Figura 65-C), podemos observar la presencia de dos poblaciones
gaussianas, una centrada en 1.8 y la otra en 2.2; lo que difiere de una relacién
tedrica de 2, que deberia corresponder a una matriz perfecta de Ag.S. Esto es
debido a la presencia de heterogeneidades en la composicion de la matriz de
AgxS/Ag que podrian dar lugar a defectos estructurales, formando NPs con peores

propiedades Opticas, fundamentales para su utilizacién en bioimagen.

e Muestra D: Xprr de 0.6

Como es de esperar, cuando en las condiciones de sintesis se utiliza un Xprr de
0.60 muestra D; se observa que se obtiene un perfil de rayos X diferente de las

NPs anteriores (Figura 66).
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Figura 66. Perfil de mapeo EDS muestra D con Xprr de 0.6. D) Intensidad en u.a. de
Ag (rojo) y S (verde) con respecto a la posicion de la sonda en la imagen. E) Imédgenes
STEM junto con la relacién Ag:S en cada zona de la NP y frente a la posicién de la
sonda. F) Distribucién de frecuencia de la relacion Ag:S en las NPs, excluyendo el

ntcleo de plata.

Analizando la figura 66 D y E, podemos concluir que hay una diferencia mas
acusada entre las regiones predominantemente plata y las regiones de sulfuro de
plata. Estas NPs estan constituidos por una fase predominante de AgsS y una

parte de Ag metdlica.

Representando la distribucién de frecuencias de la relacién Ag:S (figura 66-F),
obtenemos un valor medio centrado en 1.9; que se acerca mas a la relacion
hipotética de 2 de la matriz perfecta de AgxS. Esto indicaria la reducciéon de
posibles defectos estructurales. Seria de esperar que estas NPs mostrasen mejores
propiedades 6pticas que las anteriores al no tener heterogeneidades en la matriz
de la NPs de Ag:S/Ag, lo que se veria reflejado en un incremento de la
fluorescencia, asi como de la eficiencia cuantica y el tiempo de vida media de

fluorescencia.
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e Muestra F: Xprr de 1

Finalmente, analizaremos el caso de las NPs sintetizadas en presencia de DDT

puro (Xprr de 1.00 — muestra F; figura 67), es decir, sin presencia del disolvente

OLA.
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Figura 67. Perfil de mapeo EDS muestra F con Xppr de 0. G) Intensidad en u.a. de Ag
(rojo) y S (verde) con respecto a la posicion de la sonda en la imagen. H) Imédgenes
STEM junto con la relacion Ag:S en cada zona de la NP y frente a la posicion de la

sonda. I) Distribucion de frecuencia de la relacién Ag:S en las NPs, excluyendo el

ntcleo de plata.

Observando el perfil de rayos X (figura 67-G), destacamos la presencia de una

alta concentracion de plata, localizada preferentemente en el nicleo central de las

NPs.

Este perfil crea un rapido incremento de la relacién atémica Ag:S desde una
superficie enriquecida con S hasta un ntcleo enriquecido con Ag, lo que da lugar
a una region muy pequena en la que la composicion de la matriz podria ser Ag.S,

como se puede observar en la figura 67-H. Esta relacién atomica de Ag:S tan
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irregular podria tener consecuencias sobre las propiedades Opticas, disminuyendo

la fluorescencia NIR de estas NPs.

Representando la distribucion de frecuencias de la relacién atémica Ag:S, se
observa que no existe ningin maximo cercano a 2, matriz tedrica perfecta del
cristal de sulfuro de plata, como se grafica en la figura 67-I. Segin estas
observaciones, se deduce que existe una regién delgada de Ag»S, que se encuentra
rodeada de defectos estructurales de Ag y S. Cabe esperar que estas NPs no
tengan buenas propiedades luminiscentes debido a la alta cantidad de defectos en

el cristal.

Estos resultados fueron corroborados mediante el analisis del tiempo de vida
media, el rendimiento cuantico y la emision de fluorescencia en el NIR de todas
las NPs sintetizadas. En la figura 68 se muestra los espectros de emision de
fluorescencia en la regién NIR después de excitar las muestras a 800 nm. Las

muestras analizadas (A — F) pueden consultarse en la tabla 9.
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Figura 68. Espectro de emisién fluorescente de las muestras sintetizadas bajo diferentes
condiciones de concentracion de disolventes.

Se observa un pico maximo a 1220 nm, con un maximo de intensidad de emisién
de luminiscencia para la muestra D. Los resultados indican que la variacion de
las condiciones de sintesis para cada muestra ha generado distintos espectros con
distintas intensidades de emision. Por lo tanto la sintesis que obtuvo mejores
caracteristicas para la utilizacion en bioimagen fue la muestra D, sintetizada con
fraccion molar de DDT (Xppr) de 0.6. Estos resultados concuerdan con lo
analizado por los perfiles de EDS, en los que hemos deducido que son las NPs con

menos irregularidades en la matriz.
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I1.2.7. Transferencia a medio acuoso y funcionalizacién superficial con

PEG

Una vez establecidos los parametros de la sintesis mediante la que se obtiene las
NPs de AgyS/Ag con mejores propiedades luminicas (Xprr de 0.6) y analizados
los resultados de las NPs con mayor QY y tiempo de vida media de luminiscencia,
se modificaron en la superficie para que puedan ser utilizados como agentes de

contraste in vivo en la region NIR-II.

Las NPs sintetizadas se encuentran en un medio hidréfobo, dado que al finalizar
la sintesis y, después de eliminar los disolventes (OLA/DDT), se almacenan en
cloroformo, por lo que en primer lugar es necesario la transferencia a medio
acuoso. Esto se lleva a cabo mediante una reaccién de intercambio de ligandos,
segun el protocolo descrito en la seccién experimental 2.4.4: Transferencia a medio

acuoso mediante cido 11 mercaptoundecanoico (MUA).

El proceso de intercambio de ligandos se realizé con la molécula acido
11-mercaptoundecanoico (MUA), la cual aporta un grupo tiol que se une a la
superficie de las NPs; y en el otro extremo de la cadena carbonada posee un grupo
carboxilico, que puede adquirir cargas negativas y quedar estabilizado en medio

aCuoso.

Esta reaccion se confirmé mediante mediciones del potencial Z, que dan un valor
de ~-27 mV. El didmetro hidrodindmico (Du) de las NPs funcionalizadas con
MUA es de 14 + 7 nm en PBS. Ademés, a simple vista se puede observar que las
NPs se mantuvieron estables en PBS sin generar agregados ni precipitar,

confirmando asi de manera instantanea y visual la correcta transferencia a medio
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acuoso. En la figura 69 se esquematiza el proceso de transferencia y los resultados

obtenidos para las NPs-MUA.

NP hidrofébica NP hidrofilica @

\.\\ é / Intercambio \{ / Reaccién @ \

e de Ilg.-mdo\ hD(_/Su]IONHS
‘ 3
o il, -, — g‘u NH, (/
Ag;S/Ag _
ZP =-27 mV ZP =-16 mV
Dy=14+7 nm Dy=20+9nm

Figura 69. Representacion esquematica de la modificacion de la superficie de los NP por
reaccion de enlace e intercambio con el MUA y su posterior PEGilacién a través de la
reaccién de acoplamiento EDC/sulfo-NHS.

Una vez obtenidas las NPs estables en medio acuoso, se procedié a la
biofuncionalizacién con polietilenglicol (PEG) o PEGilacién. PEG es un poliéter
polimérico con grupos hidroxilos en sus extremos, que es soluble tanto en agua
como en muchos disolventes organicos. La unién de las moléculas de 2 a 3
moléculas de agua por unidad de éxido de etileno genera un tamano unas 5 o 10

veces mayor que una proteina soluble de masa molecular comparable.'*?

La principal ventaja de estas propiedad que aporta el PEG, ademas de la
biocompatibilidad, es que se prolonga la circulacién de las NPs en la sangre debido
a la repulsién estérica de las opsoninas (moléculas, como los anticuerpos, que
potencian la fagocitosis), por lo que confiere una mayor longevidad in vivo de las

NPs. Asimismo, reduce la inmunogenicidad y antigenicidad y mejora la
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acumulacion en los tumores mediante la reduccién de la unién inespecifica a las
proteinas de la superficie y la disminucién de la captacion celular debido al
tamano de las NPs con PEG.?61133 1356 Por tanto, la modificacién de la superficie
con PEG aporta a las NPs la capacidad para el reconocimiento de tumores, la

acumulacion en estos y la obtencion de imagenes in vivo.

Para la PEGilacion, se sigui6 el procedimiento detallado en la seccién
caracterizacion y métodos 2.4.5: Funcionalizacién de la superficie con
polietilenglicol (PEG). Se partié de los grupos carboxilicos presentes en las
MUA-NPs que sirvieron como puntos de anclaje, permitiendo el enlace de las
moléculas de PEG-NH; (5 kDa) a través del grupo amino terminal, que fueron las
empleadas en este proceso. Esta reaccién se realiz6 mediante el método de
acoplamiento de carbodiimida mediada por EDC y sulfo-NHS. Se comprob6 que
la reaccién se habia llevado a cabo comparando los potenciales zeta y diametro
hidrodindmicos antes y después de la reaccién (representados en la figura 69). Asi,
las NPs PEGiladas producto de esta reaccion mostraron un diametro
hidrodinamico de 20 + 9 nm y un potencial zeta de -16 mV. Las NPs han pasado
de -27 mV a -16 mV, gracias a la union del PEG, pero siguen teniendo carga
negativa debido a la presencia de los grupos carboxilicos restantes en la superficie
de las NPs que no reaccionaron con PEG, lo que aporta la carga negativa.

Ademas, el tamano es mayor debido al gran volumen de las moléculas de PEG.

Estas particulas tienen la posibilidad de ser utilizadas in vivo como marcador
fluorescente para bioimagen o como nanotermometros luminiscentes en
hipertermia. De hecho el estudio de estas NPs se comenz6 y se han obtenido los

resultados preliminares: previo al estudio in vivo, se analiz6 la citotoxicidad en
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cultivos celulares, demostrando que son NPs biocompatibles y por tanto no
generan respuesta citotoxica. A continuacion, se realizaron ensayos en ratén de
las NPs optimizadas y recubiertas con PEG, mostrando una biodistribuciéon por
todo el organismo.'® Las NPs se acumularon preferentemente en los huesos, lo
que permite obtener imégenes de alta resolucion del esqueleto por medio de
imégenes de fluorescencia infrarroja. Ademas de obtener imégenes avanzadas in
vivo de la estructura osea, también puede utilizarse para efectos terapéuticos por
su utilidad como nanotermémetros luminiscentes. Esto significa que podrian ser
potencialmente utilizados para medir la temperatura del interior del hueso,
esencial para lograr un control total sobre las terapias fototérmicas de los huesos,
que recientemente han demostrado ser de alta eficacia para promover la

regeneracién Osea, 2137 139

I1.2.8. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas Ag.S/Ag@ZnS

Una vez que se ha demostrado el potencial de las NPs de Ag,S/Ag para la
utilizacion en bioimagen, se abre un nuevo camino para la mejora de las
estrategias de sintesis, con el objetivo de perfeccionar aiin mas las propiedades
luminiscentes. Para tal fin, a continuacion, se lleva a cabo el recubrimiento de las
NPs con ZnS. El ZnS muestra una baja toxicidad, un bajo coste y una alta
estabilidad, por lo que resulta oportuno para la utilizacion como recubrimiento de
la superficie. Asimismo, las estructuras tipo nutcleo@corteza mejoran las
propiedades luminiscentes de las NPs de Ag,S/Ag ya que su recubrimiento en la
superficie con una capa inorganica aislante elimina el efecto quenching de la

superficie y los defectos estructurales, y ademas, se disminuye la influencia de los
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factores ambientales (como el oxigeno, el pH, etc.), aumentando asi el tiempo de
vida, el rendimiento cuantico y la estabilidad de las NPs, y por ello, mejoran las

caracteristicas para ser utilizados en bioimagen.'*

e Sintesis del precursor Zn(DDTC).

Para la preparaciéon de nanoparticulas Ag»S/Ag@ZnS, en primer lugar, es
necesario la formacién del precursor dietilditiocarbamato de zinc (Zn(DDTC),),
el cual se sintetiza siguiendo el protocolo descrito en la parte experimental 2.4.7:
Sintesis del precursor Zn(DDTC):. La verificacién de la correcta sintesis se realizd
mediante FTIR, figura 70, en la que se observan los grupos funcionales asociados
al compuesto Zn(DDTC).. Se confirmé que el espectro IR era correcto por

comparacién con la base de datos espectral para compuestos orgénicos (SDBS

No.: 2959).
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Figura 70: Espectro FTIR del precursor Zn(DDTC)s,.
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Los métodos de sintesis del recubrimiento de la superficie pueden ser mediante
inyeccion en caliente del precursor o el método de no-inyeccion. En esta Tesis
Doctoral se ha seguido el método de inyeccién en caliente a 210 °C, detallado en
la seccién experimental 2.4.8: Sintesis de nanoparticulas Ag,S/Ag@QZnS. De tal
modo, el precursor de Zn(DDTC); preparado se inyecté gota a gota sobre el
matraz a 210 °C que contenia el disolvente OLA, para producir la reacciéon de los

nicleos de Ag»S/Ag con el recubrimiento de ZnS.

e Caracterizaciéon Ag,S/Ag@ZnS

Las NPs sintetizadas fueron visualizadas mediante TEM. Las imagenes obtenidas
muestran que se han sintetizado NPs de Ag»S con recubrimiento en forma de
cabeza-cola de ZnS. Estas estructuras han sido previamente reportadas en otros

estudios. 11142

Figura 71. Visualizacién con microscopia TEM de la sintesis de Ag,S/Ag@ZnS y
ampliacion a zonas donde se observa las tres poblaciones de NPs: NPs con la estructura
caracteristica cabeza-cola, niicleos de NPs vy NPs con el recubrimiento en crecimiento.
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Como se observa en la figura 71, se han obtenido NPs con aspecto de cometa o
cabeza-cola (del inglés head-to-tail), y NPs circulares. Esto indica que el
recubrimiento no se ha realizado al 100 %, y han quedado tres poblaciones de
NPs. En figura 72 se esquematiza el proceso de nucleacion y posterior crecimiento

de las nanoparticulas de Ag>S con recubrimiento en forma de cabeza-cola de ZnS.

El tamano medio de las NPs fue determinado mediante el software ImageJ de las
imagenes obtenidas por TEM. La media de tamano del grupo de NPs sin
crecimiento de corteza fue de 8.23 + 1.1 nm de didmetro; 18.4 + 2.7 nm de las
NPs con recubrimiento en crecimiento y 37.3 + 5.1 nm de las NPs con forma
“head-to-tail” de ZnS, como se representa en la figura 72. Por tanto, el crecimiento
en tamafo se debe la adicién del precursor Zn(DDTC); que ha generado estas
estructuras y que pueden tener un papel fundamental para mejorar las

propiedades luminiscentes de los nticleos de Ag»S.
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Figura 72. Representacion esquemadtica del proceso de Nucleacién y crecimiento de
nanoparticulas de sulfuro de plata con sulfuro de zinc en forma “cabeza-cola”. Se indica
el tamario medio de cada NPs visualizadas al TEM.
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Se ha analizado las NPs sintetizadas midiendo el espectro de absorcion UV-Vis.
En la figura 73 se representa el resultado obtenido. Se observa a alrededor de
320-350 nm un pico de absorcion, que se debe a la presencia de ZnS."*! Ademas,
por la zona de 400 nm muestra una alta absorcion que se puede asociar a la
resonancia del plasmon superficial de la plata metélica del ntcleo, como se ha

explicado previamente.
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Figura 73. Espectro de absorcién UV de las NPs Ag.S/Ag@ZnS.

Para determinar la mejora en cuanto a la emisiéon de fluorescencia en la region
del NIR, se ha medido la muestra de NPs de Ag,S/Ag puras y recubiertas con
/nS excitandolas a 800 nm. En la figura 74 se representa el espectro de

fluorescencia en la region NIR.
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Figura 74. Espectro de emisién de fluorescencia de las NPs de Ag:S/Ag@ZnS
preparadas. En rojo emision de NPs de Ag»S, en azul emision NPs de Ag»:S/Ag@ZnS.

Se han sintetizado unas NPs tipo cabeza-cola de Ag,S/Ag@ZnS en las que el pico
de emision en la regiéon NIR es a 1250 nm. Como se detalla en la grafica, existe
un incremento de emisién de la muestra de Ag,S/Ag@ZnS respecto a las NPs de
Ag,S. Este incremento de la intensidad de emision de luminiscencia de las
muestras medidas indica la formacién de la capa de ZnS.!''1* El grosor de la capa
de ZnS, y la forma en la que se recubren las NPs tiene una gran influencia en las
propiedades 6pticas. Solo un espesor adecuado de la capa de ZnS podria mejorar
el rendimiento de la fluorescencia de las NPs de Ag:S. En concreto, se ha
conseguido disminuir los defectos de la superficie mediante una corteza delgada
de ZnS, mejorando la emision de fluorescencia de las NPs de Ag»S. Sin embargo,
cortezas gruesas y mal orientadas disminuirian la emision de fluorescencia debido

al aumento de la compresién de la red.!'?
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En conclusion, se ha conseguido optimizar un método de sintesis de estructuras
cabeza-cola de Ag,S/Ag@ZnS los cuales mejoran las propiedades 6pticas de estas,
proporcionando numerosas oportunidades para aplicaciones potenciales como
bioimagen. Son necesarios estudios futuros de las NPs sintetizadas para
determinar la eficiencia cuantica y los tiempos de vida media ademas de otras
caracterizaciones como XRD y EDS. Con este estudio se abre una nueva ruta
para la sintesis de NPs nucleo@corteza mediante el control de la reactividad

relativa de los precursores y las concentraciones de los disolventes.
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Con el desarrollo de este trabajo de investigacion de Tesis Doctoral en el area de
la nanomedicina, se pueden extraer las siguientes conclusiones sintetizadas por

capitulos.

Capitulo I: Nanoparticulas poliméricas sensibles a la temperatura con nicleo

magnético para la liberacién controlada de farmacos.

Se han sintetizado una serie de microgeles hibridos con nicleo magnético capaces
de responder a la temperatura para el transporte y liberacion de farmacos
anticancerigenos de manera dirigida. Como resultado de este capitulo se resaltan

las siguientes conclusiones:

- Se obtuvieron MNPs de Fe;O, mediante el método de coprecipitacion,
siguiendo tres enfoques diferentes, incluyendo el TMAOH (en metanol y
agua) y el NaOH como bases alcalinas.

- Se ha modificado la superficie de las NPs de Fe;O, utilizando acido
but-3-enoico y acido acrilico, de manera que se ha obtenido un doble enlace
terminal en la superficie, fundamental para la polimerizaciéon de pNIPAM.

- Se han sintetizado microgeles de pNIPAM libres altamente monodispersos
y estables, optimizando la concentracion de mondémero y el porcentaje de
reticulacion.

- Utilizando las NPs de Fe3Os como nicleo magnético y mediante
polimerizacion de pNIPAM por radicales libres, se ha sintetizado un
sistema hibrido nacleo@corteza, capaz de responder a la temperatura y el

campo magnético.
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- Se utilizaron diferentes concentraciones de monémero y de porcentaje de
entrecruzante para optimizar el tamano y la agregacion de las MNPs tanto
en el exterior como en el interior del microgel.

- Se han sintetizado NPs de pNIPAM copoliméricas con acido but-3-enoico,
acido acrilico y alilamina. Mediante la incorporacién de alilamina se ha
realizado un marcaje fluorescente de las NPs con FITC.

- Se obtuvieron altas eficiencias de encapsulacion para los farmacos 5FU y
el OXA en todos los casos estudiados.

- La liberacion de los farmacos se realizé contra PBS, obteniendo un mejor
comportamiento de liberacion de la droga por encima del LCST, ya que el

pNIPAM esta en estado de colapso.

Ademas, para la publicacién del articulo cientifico con estos resultados, se estudio
el comportamiento de los sistemas en ensayos in vitro. Es importante destacar
que nuestras nuevas nanoformulaciones de pNIPAM con nicleo magnético
mostraron una gran biocompatibilidad, una excelente capacidad para cargar
farmacos especificos contra las células de cancer de colon y una alta sensibilidad
a la temperatura, lo que permite aumentar la liberacion de farmacos y mejorar la
terapia citotéxica en este tipo de tumor. Estos resultados sugieren la posible
aplicacién de una terapia combinada (bFU y OXA) utilizando una tnica
nanoformulaciéon que podria ser dirigida directamente al tumor a través de un
campo magnético externo. Asi pues, los sistemas hibridos presentados poseen
aplicaciones potenciales en la administracion localizada de farmacos, lo que los
convierte en una herramienta muy prometedora para la terapia del cancer de

colon.
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Capitulo II: Nanoparticulas de sulfuro de plata para bioimagen por

fluorescencia.

Se ha conseguido optimizar las condiciones 6ptimas para la sintesis de NPs de
sulfuro de plata capaces de emitir en la segunda ventana biolégica (NIR-II). Las

conclusiones obtenidas son las siguientes:

- Se han sintetizado NPs de Ag»S mediante el método de descomposicion
térmica por el precursor Ag(DDTC).

- Se ha evaluado el efecto de la proporcion de disolventes de DDT y OLA
en la sintesis de las NPs. En total, se probaron seis ratios de disolventes
diferentes (Xprr de 0.00, 0.15, 0.30, 0.60, 0.90 y 1.00).

- Los andlisis mediante TEM/STEM han determinado una clara disminucién
del tamano de las NPs relacionado con el aumento de la proporcion de
DDT. Este efecto se ha correlacionado con una estabilizacion mas
pronunciada de las NPs méas pequeinas por el disolvente DDT portador del
grupo tiol.

-  Mediante el mapeo EDS de las NPs generadas utilizando Xprr de 0.00,
0.60 y 1.00, se ha conseguido correlacionar claramente las propiedades
fotoluminiscentes mejoradas con una relacién mas precisa de Ag y S en la
matriz final de la NP.

- Se ha conseguido la modificacién de la superficie de las NPs con MUA y la
posterior transferencia a disolucién acuosa, obteniendo una muestra estable
y totalmente soluble en agua.

- Las NPs solubles en agua se han recubierto en la superficie con PEG para

los posteriores ensayos in vitro e in vivo.
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Los analisis realizados de las propiedades luminiscentes mostraron que las NPs
sintetizadas con un Xppr de 0.60 obtuvieron un maximo de duracion de
luminiscencia de 1200 ns en comparacion con los tiempos de vida de 120 y 180 ns
para las NPs sintetizados con Xppr de 0.00 y 1.00, respectivamente. Ademés se
determiné que tenian una eficiencia cuantica de 2.3 %; valor 10 veces superior a
las NPs sintetizadas con los disolventes puros. Estos resultados concuerdan con
la optimizacién conseguida en la sintesis para conseguir las propiedades deseadas
mediante el control exhaustivo del proceso de sintesis de las NPs, mostrandose
como potenciales agentes de imagen de contraste, gracias a las propiedades opticas
y la excelente biodistribucion. Es decir, el punto clave para la sintesis de NPs con
la composicién quimica deseada es la capacidad de controlar la distribuciéon de
tamanos, forma, composicion, estructura y propiedades de la superficie de las NPs

resultantes.

Ademas, estudios posteriores demostraron el potencial para el desarrollo del
diagndstico in vivo dado que permitieron obtener imagenes de alto contraste en
ratones, resultados publicados en un articulo cientifico junto a los aqui

presentados.
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