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ABSTRACT/ RESUMEN

The magnetic properties of magnetites nanoparticles make them a useful tool in several
applications, particularly in the nanomedical field. Nanoferrites are magnetic nanoparticles
with the general formula MyFe3_«04, Where M is a metallic cation, M?*. The presence of M
gives a unique tag to the nanoparticle, compared with magnetite nanoparticles, without
losing its magnetic properties. Nevertheless, the magnetic force created by a single
nanoparticle is low and normally, lower if nanoparticles has surface modifications. In this
work, we describe a method for the synthesis of Zn ferrites by thermal decomposition of a
mixture of Fe(acac)s and Zn(acac); and the development of poly (lactic-co-glycolic acid)
microparticles (200 — 300 nm) containing dispersed Zn ferrites inside, using a single emulsion
method. Both nanoparticles and microparticles were characterized by several techniques in
order to know the size, the polydispersity index, the crystal structure, the elemental
composition or the potential- {. Moreover, PLGA microparticles were surface modified with
three polymers (Poly acrylic acid (PAA), polyethyleneimine (PEl) and Chitosan (CS)) in order
to give them a different charge and distinct reactive groups to facilitate the addition of
biomolecules. It is easy to foresee that these multipurpose microparticles will have an
important role in several applications among the nanomedical field.

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de magnetita las hacen herramientas Utiles
en varias aplicaciones, especialmente en el campo de la nanomedicina. Las nanoferritas son
nanoparticulas magnéticas de formula general MyFesx0s4, dénde M es un cation metdlico,
M?*, La presencia de M?" aporta una marca Unica, con respeto a las nanoparticulas de
magnetita, sin modificar sus propiedades magnéticas. Sin embargo, la fuerza magnética
generada por una sola nanoparticula es baja y, normalmente, al modificarla superficialmente
es menor. En este trabajo, se describe un método para la sintesis de ferritas de Zn mediante
descomposiciéon térmica de una mezcla de Fe(acac); y Zn(acac), y el desarrollo de
microparticulas (200 — 300 nm) de poliacido lactico-acido glicélico (PLGA) conteniendo
ferritas de Zn dispersas en su interior, usando el método de emulsidn simple. Tanto las
nanoparticulas como las microparticulas fueron caracterizadas por diferentes técnicas con el
fin de conocer su tamafo, su indice de polidispersidad, su estructura cristalina, su
composicion elemental y su potencial- . Ademas, las microparticulas de PLGA fueron
modificadas superficialmente con tres polimeros (Poli (acido acrilico) (PAA), polietilenimina
(PEI) y quitosano (Cs)) con el fin de aportarles nuevas cargas y grupos reactivos y facilitar asi
la adicién de biomoléculas. Cabe esperar que estas microparticulas multifuncionales tengan
un importante papel en varias aplicaciones dentro del campo de la nanomedicina.
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Introduccion

La nanotecnologia es un drea de estudio que utiliza las nuevas propiedades que presentan
los materiales en la escala nanométrica (de 1 a 100 nm) con el fin de desarrollar
nanoestructuras Utiles en dreas como la quimica, la fisica, la biologia, la ciencia de

materiales, la electrénica y la medicina.

Ao tras afo, el interés por la nanotecnologia ha ido aumentando en el campo de la
medicina (nanomedicina) pues la aplicacién de esta disciplina cientifica es capaz de
mejorar notablemente la deteccién y terapia de enfermedades (Nagdrniewicz et al.,

2019; Ren et al., 2019; Shi and Lammers, 2019).

Asi, se han ido desarrollando gran cantidad de plataformas para la deteccién de células
cancerigenas, agentes infecciosos, proteinas o dcidos nucleicos (Ernst et al., 2019; Miri et
al., 2019; Schwaminger et al.,, 2019) y sistemas de liberacién de farmacos dirigidos
(Vangijzegem et al., 2019) con especial atencion en la posible toxicidad y los efectos a
largo plazo que los nanomateriales puedan tener (Krishna et al., 2018). Entre los
materiales mas utilizados en esta rama de la nanotecnologia son, actualmente, las

nanoparticulas magnéticas (Norris et al., 2019; Patsula et al., 2019; Tomitaka et al., 2019).

1. Nanoparticulas magnéticas y sus propiedades

Las nanoparticulas magnéticas han atraido un interés considerable, principalmente
magnetita y maghemita, debido, no solo a sus propiedades magnéticas, sino también su
estabilidad quimica, sus propiedades magnetoeléctricas (Li et al., 2017; Yoo et al., 2016)
y su biocompatibilidad. Las muestras bioldgicas no presentan propiedades
ferromagnéticas lo que hace que no haya interferencias entre las nanoparticulas y el

medio (Krishna et al., 2018).



Estdan compuestas por elementos magnéticos como hierro, niquel, cobalto o sus dxidos
como magnetita o ferritas (Wang et al., 2009). Particularmente interesantes son las
ferritas que tienen la misma estructura de la magnetita y en las que el hierro es
parcialmente substituido por otro cation metalico que les aporta una marca distintiva sin

perder su magnetismo (Liu et al., 2012).

Otra de las cualidades que poseen las nanoparticulas magnéticas de pequefio tamafio es
el superparamagnetismo. Esto ocurre debido a que las NPs presentan un dominio
magnético Unico y un ciclo de histéresis con campo coercitivo igual o muy préximo a cero.
En este estado, las NPMs son capaces de seguir a un imdn y a su vez perder la
magnetizacion al eliminar el campo magnético. Esto reduce el riesgo de agregacion de
nanoparticulas, evitando el impacto negativo que este produce en sus propiedades

(Gutiérrez et al., 2019).

Unic o dominio M
magnético

©,
®

Figura 1. Grafica caracteristica de nanoparticulas superparamagnética donde H=0, M=0, M#0 y

Hz0.



1.1. Sintesis de nanoparticulas de magnetitas y ferritas

superparamagnéticas

Entre los diversos métodos para la obtencién de magnetitas y ferritas caben destacar los

siguientes:

- Descomposion térmica: consiste en la sintesis de nanoestructuras monodispersas
mediante la descomposicion de compuestos organometdlicos en solventes
organicos en la presencia de surfactantes como acido oleico o hexadecilamina. La
relacion entre los diferentes precursores son los responsables del tamafio y forma
de las nanoestructuras formadas en el proceso. Con el fin de crear magnetita o
ferritas es necesario mezclar los precursores en las proporciones adecuadas (Byun

et al., 2009; Lu et al., 2007).

- Co-precipitacion: Es uno de los métodos utilizados para sintetizar éxidos de hierro
a partir de soluciones acuosas de hierro mediante la adiccidon de una base bajo
atmosfera inerte a temperatura ambiente o a altas temperaturas. La forma,
tamafio y composicion de las nanoparticulas depende en mayor medida del tipo
de sal usada, de la relacion Fe?* y Fe3*, de la temperatura de la reaccién y del pH
del medio (Al-Alawy et al., 2018). Por otro lado, la formaciéon de ferritas
superparamagnéticas de cromo, plomo, zinc y manganeso con alta estabilidad es

posible utilizando este método.

- Microemulsiéon: Este método consiste en la dispersidn de dos liquidos inmiscibles
donde el microdominio de uno o ambos es estabilizado mediante un film
interfacial de moléculas de surfactante. Usando esta técnica se han sintetizado
gran cantidad de nanoparticulas siendo mas importantes las ferritas MFe;03 (M:

Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Mg o Cd) (Drmota Petric et al., 2012)



2. Aplicaciones nanomédicas de Nanoparticulas

Magnéticas

El uso de nanoparticulas magnéticas ha ido creciendo a lo largo de los anos junto con la
creacion de nuevos materiales en el campo de la nanotecnologia. Los principales usos que
poseen estas nanoparticulas se encuentran en el campo de la nanomedicina y se pueden

subdividir en aplicaciones terapéuticas, diagndsticas y analiticas, Esquema 1.

Esquema 1. Aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas.

Terapéuticas Aplicaciones Analiticas y Diagndsticas

‘Liberacién de farmacos {————1 ([EESCIEINCANN > -Separacion magnética

-Hipertermia Magnéticas -Biosensores
-Imagen de resonancia magnética

Entre las aplicaciones analiticas y de diagndstico de las nanoparticulas magnéticas se
encuentra el uso de las mismas en separacion, en biosensores y en imagen de resonancia
magnética (Grumezescu, 2019; Tartaj et al., 2016). Por otro lado, dentro de las
aplicaciones terapéuticas se encuentra la liberacion de farmacos o compuestos con
actividad bioldgica dentro de las células y la hipertermia (Suri et al., 2007; Zhang and Song,
2016). Esto se debe a que las nanoparticulas, en una concentracién adecuada, no causan
toxicidad en el organismo y son eliminadas en pocas semanas (Jain et al., 2008; Reddy et

al., 2012).

2.1. Aplicaciones terapéuticas

a. Liberacion de farmacos

Consiste en la liberacién de diferentes compuestos bioactivos como proteinas, genes o
péptidos al interior de la célula. Esta liberacién puede ser dirigida a unas células concretas
eliminando asi los efectos secundarios que estos compuestos pueden producir en otras

estructuras bioldgicas.(McBain et al., 2008).



Una de las ventajas que las nanoparticulas magnéticas poseen es la de poder mover el
compuesto al lugar concreto mediante la aplicacion de campos magnéticos y provocar su

extravasacion mediante el uso de fuerzas magnéticas (Wang et al., 2017).
b. Hipertermia

La hipertermia consiste en el aumento de la temperatura entre 41 y 462C
preferentemente en células tumorales mediante la aplicacién de un campo magnético
alterno sobre las nanoparticulas magnéticas previamente dirigidas. Esta temperatura
induce un dafo reversible en células y tejidos y ademads es capaz de aumentar la eficacia
de la quimioterapia y los efectos citotdxicos de algunos farmacos en células tumorales

(Jain et al., 2008; Maier-Hauff et al., 2007; Petryk et al., 2013).

2.2. Aplicaciones diagnoésticas

a. Imagen por resonancia magnética

Otro de los posibles usos en el campo de la biomedicina presentes en las nanoparticulas
magnéticas es el uso como agentes de contraste en imagen por resonancia magnética
(IRM). Las nanoparticulas magnéticas poseen un gran momento magnético en presencia
de un campo magnético estatico y mediante la interaccidon con los protones presentes
produce una reduccion en los tiempos de relajacién longitudinal y transversal. Esta
reduccion en los tiempos de relajacion produce un aumento en el contraste y una mejoria

en la sensibilidad del método. (Mao et al., 2016; Stephen et al., 2011)

2.3. Aplicaciones analiticas

a. Separacion magnética

Una de las aplicaciones mds destacada y documentada de las nanoparticulas magnéticas
es la separacion en procesos como la purificacién. La separacion corresponde a una de las
tecnologias presente en casi todas las ramas de las biociencias y las biotecnologias.
Actualmente, para la purificaciéon se usan gran variedad de técnicas entre las que

encontramos ultrafiltracidn, precipitacion y/o técnicas cromatograficas.
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Figura 2. Representacidn grafica de la separacidon magnética en una muestra de suero.

Generalmente las NPMs son modificadas superficialmente con grupos funcionales. Asi,
para que puedan actuar como agentes de separacién las NPM se suelen recubrir con un
ligando que tenga afinidad por el compuesto que se pretende separar dentro de la
muestra. Esta muestra puede ser muy heterogénea como, por ejemplo; lisis celular,
sangre, plasma, leche, orina o medios de cultivo entre otros (Safarik and Safarikova,

2004).

El proceso es muy simple y se representa en la fig. 2, brevemente, se parte de una muestra
heterogénea en la que esta presente el analito que se pretende separar (anticuerpo), a
esta solucidn se afiaden las nanoparticulas magnéticas que poseen en superficie una
proteina con la que el anticuerpo reacciona. Esta muestra de suero junto con las
nanoparticulas se deja incubar y se aplica un campo magnético que atraera a las
nanoparticulas magnéticas que llevaran pegadas en su superficie el anticuerpo. Se retira

el sobrenadante y se consigue separar el analito del resto de componentes.



Esta separacion no sirve exclusivamente para la purificacidn, sino que las nanoparticulas
magnéticas también pueden ser incorporadas en inmunoensayos donde son capaces de
aumentar la sensibilidad y disminuir el tiempo de deteccidn gracias a sus propiedades (Ha

et al.,, 2018).
b. Biosensores

Actualmente, gran cantidad de proyectos tienen como finalidad el desarrollo de nuevos
métodos de deteccidn rapida, fiable, precisa y con alta resolucién con el fin de generar
sensores y biosensores para multitud de aplicaciones (Nabaei et al., 2018). Los
biosensores basados en nanoparticulas magnéticas ofrecen ventajas con respecto a las
figuras de mérito como la sensibilidad, el limite de deteccién o el tiempo de andlisis
(Justino et al., 2013). Ademads, pueden ser utilizadas en diferentes tipos de biosensores ya

sean electroquimicos, dpticos, piezoeléctricos o de campo magnético.

- Opticos: Los biosensores dpticos han sido utilizados para detectar muestras clinicas,
medioambientales y alimentarias. Existen varios principios de deteccion en los
biosensores dpticos como la quimioluminiscencia (QL), la espectroscopia de fluorescencia
o el indice de refraccién. Con la aplicacién de NPMs se pueden eliminar ciertas
limitaciones que este principio posee pudiendo actuar como catalizadores de la reaccion,

transportador de biomoléculas o herramienta de separacion (Matsunaga et al., 1996).

- Piezoeléctricos: Dentro de este tipo de biosensores se pueden encontrar los de
superficie de onda acustica (SAW) y los de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) siendo
este ultimo el mejorado con NPMs. Esta mejoria es debida principalmente a la inherente
piezoelectricidad presente en las nanoparticulas y la habilidad para concentrar el analito
y unirlo a la superficie del QCM. Estas caracteristicas prometen mejorar los problemas en

la sensibilidad y estabilidad caracteristica de estos dispositivos (Pohanka, 2018).

- Electroquimicos: Este tipo de biosensores mide las sefiales electroquimicas inducidas
por la interaccién entre el analito y los electrodos recubiertos por elementos quimicos o

bioldgicos (Duarte et al., 2014).



Con el fin de mejorar la sensibilidad de este tipo de biosensores se han utilizado NPMs,
con el fin de reconocer el antigeno deseado y retenerlo y concentrarlo en un electrodo
gracias a la aplicacién de un iman, Figura 3. El tipo de biosensor mas usado con NPMs es
el voltamétrico, util para detectar acido Urico (Arvand and Hassannezhad, 2014),

pesticidas (Gan et al., 2010) y antigenos carcinoembridnicos (Li et al., 2010), entre otros.

Anticuerpo secundario

586 >388 L > 883

funcionalizadas con anticuerpos La NPM funcionalizada Reconocimiento del antigeno
reconoce el antigeno por el anticuerpo secundario

Antigeno

( Electrodo

I Iman

Respuesta Electroquimica NPMs son retenidas y concentradas
en el electrodo gracias a uniman

Figura 3. Representacién esquematica del uso de nanoparticulas magnéticas para inmovilizar el
antigeno en la superficie del electrodo.

- Campo magnético: Las técnicas de campo magnético consisten en el uso de etiquetas
magnéticas, como elementos de marcaje capaces de generar un efecto mecdnico
denominado magnetorresistencia gigante (MRG). En el proceso un anticuerpo primario
se une al analito de interés y un segundo anticuerpo marcado con la etiqueta magnética
(MNT) se une al anticuerpo primario. Esta unidn hace que se produzca un cambio en la

resistencia eléctrica al aplicar un campo magnético externo. (Birla, 2016).

Uno de los ejemplos que se pueden encontrar es el uso de estas nanoparticulas con el fin
de detectar factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Util para la deteccién de cancer en los

primeros estadios (Osterfeld et al., 2008).



Este mecanismo puede ser integrado en los sistemas lab-on-a-chip con el fin de crear

dispositivos point-of-care muy demandados en la actualidad (Gaster et al., 2011).

3. Microparticulas magnéticas

Aunque las propiedades de las nanoparticulas magnéticas son de gran utilidad en el
campo del bioandlisis, la fuerza magnética generada por una sola nanoparticula es débil
e impide la respuesta inmediata al campo magnético, lo que causa baja efectividad (Lu et
al., 2012). Esto es debido a que cuando una nanoparticula magnética se mueve a lo largo
de una solucidn se genera una resistencia hidrodinamica. Ahora bien, si la nanoparticula
es mayor, o mejor aun, se dispone de un “cluster” de nanoparticulas en una matriz
polimérica, lo que se conoce como microparticulas magnéticas (MPM) entonces la

resistencia hidrodindmica se reduce y la respuesta al campo magnético se ve aumentada.

Por tanto, las MPM constituyen una nueva linea de investigacion en la que se pretende
solventar este problema y donde se unen las propiedades que poseen las nanoparticulas
magnéticas con las propiedades caracteristicas de diferentes polimeros, creando de ese
modo materiales hibridos que ofrecen una serie de nuevas propiedades fisico-quimicas

(Cazares-Cortes et al., 2018).

Asi, las MPM siguen teniendo el mismo comportamiento superparamagnético que las
nanoparticulas, debido a que no ocurren interacciones magnéticas entre las distintas
NPMs en su interior. Por otro lado, el componente polimérico estabiliza las NPMs en su
interior, ademas de dotarlas de grupos funcionales necesarios para diferentes
aplicaciones, como puede ser la utilizacion de las mismas en inmunoensayos (Tudorache
etal., 2008), la separacién de acidos nucleicos (Aliet al., 2017) o células (Pezzi et al., 2018),
entre otros, sin que esta modificacién en la superficie altere la capacidad de atraccién por

una fuerza magnética externa.



Existen principalmente tres tipos de particulas poliméricas; nicleo-manto, nucleo-manto
invertido y una tercera posibilidad en la que existe una distribucion homogénea de

nanoparticulas en la matriz polimérica (Gosecka and Gosecki, 2015).

- Nucleo-manto: Se caracteriza por presentar las nanoparticulas magnéticas
distribuidas en la superficie del polimero, ya sea mediante adsorcidon o mediante
recubrimiento por capas.

- Nucleo-manto invertido: Al contrario que el tipo de nanoparticulas anterior, estas
se caracterizan por presentar las nanoparticulas magnéticas recubiertas por varias
capas de polimero.

- Distribucién homogénea: Es uno de los tipos de nanoparticulas poliméricas mas
comun. Consiste, como su propio nombre indica, en una distribucién de las
nanoparticulas homogénea en el interior de la matriz del polimero. Este tipo de
nanoparticulas es, normalmente, creado mediante una emulsificacion en la que
hay presentes en el medio el polimero y las nanoparticulas magnéticas.

Con el fin de generar unas particulas homogéneas, tanto en tamafio como en
forma, se necesita disolver bien el polimero, asi como conseguir una buena

dispersién de las nanoparticulas que se desean encapsular (Zhang et al., 2007).

Figura 4. Dibujo de los tres tipos principales de particulas magnéticas poliméricas que se pueden
sintetizar. De izquierda a derecha: nucleo-manto, nucleo-manto invertido y distribucion
homogénea.
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3.1. Poliacido lactico-acido glicélico (PLGA)

Existen una gran cantidad de polimeros que pueden ser usados para formar estas
particulas hibridas con distribucién homogénea. El PLGA es un polimero biodegradable y
biocompatible usado ampliamente en nanomedicina, tanto en diagndstico como en
tratamiento gracias a estar aprobado por Food and Drug administration (FDA)y European
Medicines Agency (EMA) (Gomes Dos Reis et al., 2019; Jonderian and Maalouf, 2016; Wu
etal., 2019). La creacidn de nanoestructuras utilizando en este polimero se hace de forma
sencilla siguiendo métodos como de emulsion o doble emulsidn, entre otros, Figura 5. En
la emulsion simple agua/aceite (w/o0) es usado comunmente con el fin de encapsular
compuestos hidrofébicos o poco solubles en agua mientras que, por otro lado, el método
de doble emulsion (w/o/w) es utilizado para la encapsulacion de compuestos solubles en

agua y para ello se crean dos emulsiones.

A |‘ . . B
B ‘ ‘ ' IrJ s o4
* o '. -
*
* .,
\‘_ - ..
C to Hidrofébi .
PLGA ® Compussto Hidrofobico ~.-*" '+ Surfactante

® Compuesto Hidrofilico

Figura 5. Diferencias entre nanoparticulas generadas mediante el método de emulsidn simple (A)
y nanoparticulas sintetizadas mediante el método de doble emulsidon (B). En el primer caso (A) las
nanoparticulas hidrofébicas estan distribuidas en el interior de la nanoparticula mientras que, en
el segundo (B), el compuesto hidrofilico se encuentra embebido en gotas de agua retenidas en el
interior de la microparticula.

Otra de las ventajas que presenta este polimero es el potencial que presenta,
independientemente del método de sintesis, para ser modificado superficialmente, con
el fin de mejorar la interaccion con materiales bioldgicos y utilizarse en aplicaciones

terapéuticas y analiticas (Gentile et al., 2014; Mir et al., 2017).
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4. Funcionalizacion de las particulas de PLGA

Es necesario optimizar las particulas una vez generadas con el fin de afiadir nuevas
propiedades especificas. Esta adiccién de diferentes grupos reactivos hace posible la
unién de diferentes componentes Utiles para las aplicaciones especificas que tendran las
microparticulas. La mayoria de estas modificaciones se realizan una vez formadas las
nanoparticulas ya que la creacién controlada de las mismas esta influenciada por una gran
cantidad de pardmetros, lo que hace que un simple cambio genere una particula diferente

a la deseada.

Las principales técnicas de modificacién de las microparticulas son la unién covalente
(Tukulula et al., 2018) y la adsorcidn (Romero et al.,, 2013; Wang et al.,, 2018) de
determinados compuestos quimicos a su superficie Entre estos ultimos, la técnica de
autoensamblaje consiste en la adsorcion de polielectrolitos catidénicos o anidnicos en una
superficie cargad. Nétese que no solo se cambia la carga superficial de la microparticula
sino que se introducen en la superficie diferentes grupos reactivos (COOH, SH, NH,

grupos aldehido) (Tiwari et al., 2015), Figura 6.

Figura 6. Representacién grafica de los
cambios en  superficie de una
microparticula de PLGA. En la zona A se

observa la microparticula sin ningun

recubrimiento, en la zona B se aprecian
grupos amino, en la zona C se encuentra
una representacién de la modificacion con

quitosano (CS) y en la zona D una

representacidn con grupos carboxilo.
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Objetivo

El objetivo principal de este trabajo es la sintesis de microparticulas magnéticas
constituidas por nanoferritas magnéticas (ZnFe,0a4) dispersas en poliacido lactico-acido

glicélico (PLGA) funcionalizadas en su superficie con diferentes polimeros.
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Materiales y Métodos

1. Materiales

El acetilacetonato de hierro (l1l) 97%, el acetilacetonato de cinc, el dcido oleico (299%), la
oleilamina (298,5%), el éter bencilico (98%) el hexano (299%), el quitosano (Mw (50 000
— 190 000 Da, con una deacetilacién del 75 — 85 %), la polietilenimina ramificada (Mw 25
000 Da), el poli (acido acrilico) (Mw 1800Da) y el poli alcohol vinilico (Mw 89 000 — 98
000, 99% Hidrolizado) fueron comprados a Sigma Aldrich. El polidcido lactico-acido
glicdlico con grupo acido terminal (PLGA-COOH) Resomer® RG 503 H (50:50 Mw 30500)
se obtuvo de Evonik. El diclorometano 99,9% y el Isopropanol 99,6% fueron suministrados

por Acros Organics. El agua ultrapura fue obtenida con un sistema Millipore MilliQ.

2. Caracterizacion de las particulas

2.1. Microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

Las imagenes de TEM fueron obtenidas con un microscopio electrénico de transmision
(JEOL-2000 EXII) que opera a un maximo de 200kV. Para realizar las medidas se utilizd
solamente una gota de una dispersion de nanoparticulas magnéticas de ZnFe304 en
isopropanol y otra de microparticulas magnéticas de PLGA en agua ultrapura. Estas gotas

se colocan sobre una rejilla de cobre, donde se deja evaporar el disolvente.
2.2. Difraccion de rayos X (XRD)

Las muestras fueron analizadas mediante un difractémetro de rayos X Bruker D8, el cual
dispone de un tubo generador de rayo X de Cobre a un angulo © con la muestray en 20
con el detector. El dispositivo cuenta, ademas, de un monocromador que permite
seleccionar la luz emitida de las transiciones Kal y Ka2, muy proximas en energia

(A=1.5418 A).
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El patron de difraccion de la muestra de magnetita con la que comparar la estructura

cristalina se obtiene de bases de datos.
2.3. Espectrofotometria de masas con plasma acoplado (ICP)

La determinacion de la cantidad de zinc y hierro presente en las nanoparticulas fue
realizada mediante espectrofotometria de masas (ICP) utilizdndose un ICP-MS “Neptune

plus” de Thermo Scientific.
2.4. Medidas de magnetismo

Con el fin de conocer la magnetizacién de las nanoparticulas magnéticas se utilizé un
sistema de medicién de propiedades fisicas (PPMS-14T) a temperatura ambiente. Para
ello el sistema aplica diferentes campos magnéticos mediante el uso de bobinas

superconductoras a una temperatura prefijada (entre 1.9K a 400K)
2.5. Espectroscopia infrarroja (IR)

El espectrometro de IR empleado fue el FT-IR Paragon 1000 de Perkin Elmer (E.E.U.U.).

Las muestras fueron dispersadas en bromuro potdsico

2.6. Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Las microparticulas de PLGA fueron analizadas mediante la técnica de andlisis de
seguimiento de nanoparticulas (NTA) con el equipo NanoSight LM10-HS que permite
observar las particulas entre 10-1000 nm en suspensién liquida gracias al movimiento

Browniano.

Esta metodologia permite determinar el tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas, asi
como su concentracién analizando el movimiento browniano. Para ello se partié de una
muestra de 5mg/ml de particulas de PLGA y se hicieron diluciones seriadas en agua
ultrapura hasta encontrar la dilucién éptima para analizar las particulas en suspension

siguiendo las especificaciones del fabricante.
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2.7. Dynamic light scattering (DLS) y Zeta-potential (ZP)

El tamafio hidrodindmico medio de las particulas, su indice de polidispersidad (PDI) y la
carga superficial (Potencial-{) fue determinado usando el Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK). Todas las medidas fueron repetidas tres veces y realizadas a
temperatura ambiente de 22 £ 0.1 2 C en agua ultrapura como dispersante. Las diluciones
realizadas para hacer las medidas de tamafio y PDI fueron calculadas siguiendo las

recomendaciones para el preparado de muestra, Tabla 1.

La carga superficial de Ila nanoparticula (Potencial-{) fue determinada

experimentalmente, utilizando una concentracion final de 0,05 mg/ml.

Tabla 1. Concentraciones recomendadas segun tamafio de particula para medir mediante DLS.

Tamaiio de Concentraciéon minima ., . .
, Concentracion maxima (recomendada)
particula (recomendada)
0,5 mg/ml Lim_itado pqr la muestra, la agregacion,
<10 nm las interacciones...
0,1 mg/mi 5% masa
10nm - 100 nm - M8 (asumiendo una densidad de 1g/cm3)
1% masa
1 1 -3 o
100 nm -1 um 0,01 mg/ml (107 % masa) (asumiendo una densidad de 1g/cm?3)
1% masa
1 1 -2 0
>1um 0,1mg/ml (107 % masa) (asumiendo una densidad de 1g/cm?3)

3. Preparacién de las nanoparticulas magnéticas de 6xido

de hierro y Zinc: Ferritas de Zinc

En primer lugar, se borbotea Ar a través de una disolucion de 2,7 ml de acido oleico (2.4
mg, 8.5 mmol) y 2,8 ml (2,27 mg, 8.5 mmol) de oleilamida (relacién molar 1:1) en 20 ml
de éter bencilico para eliminar el oxigeno presente y evitar la posterior oxidacion de las
nanoparticulas. Seguidamente, dicha disolucidn se transfiere a un matraz de tres bocas
equipado con un condensador, un borboteador con entrada de argdn, un termémetro y

una varilla agitadora, Figura 7.
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A continuacion, se afiaden 0.94 gramos de Fe(acac)s (2.66 mmol) y 0.35 gramos de
Zn(acac)s (1.33 mmol) y se calienta la mezcla hasta que se alcanza el reflujo,
manteniéndose el sistema a esa temperatura durante 15 m, alcanzando el termémetro
una temperatura de 2589C. Posteriormente se enfria el matraz a temperatura ambiente.

Transcurridos 15 minutos, se vuelve a calentar a reflujo 2 horas.

Tras enfriar el matraz se elimina la disolucion sobrenadante y se lavan las nanoparticulas
con una disolucion hexano/isopropanol 50:50. Estas operaciones se hacen aplicando un
iman a la base del matraz para retener las nanoparticulas superparamagnéticas
preparadas. Por ultimo, las nanoparticulas son secadas a vacio, pesadas y almacenadas.
En este estado las particulas presentan una estabilidad a largo plazo almacenadas en

atmosfera inerte con el fin de eliminar el riesgo de oxidacion.

Borboteador - Ar Termdmetro

Matraz con 3 bocas

Figura 7. Representacion grafica del matraz de tres bocas dotado de reflujo, borboteador con

entrada de argon, varilla de agitaciéon y termdémetro.
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4. Preparacion de las microparticulas de PLGA

En primer lugar, se pesan las nanoparticulas magnéticas creadas previamente y
dispersadas en isopropanol a una concentracién de 25 mg/ml. Con el fin de dispersar
correctamente las nanoparticulas, se ponen en el bafo de ultrasonidos durante 2 horas.

A continuacion, se hace una disolucion de 16mg/ml de PLGA en Diclorometano (DCM)

Preparadas estas dos soluciones, se mezclan 50mg de nanoparticulas magnéticas, en
isopropanol, y 50mg de polimero de PLGA disuelto en DCM. Esta solucién, denominada
fase organica, es agitada durante 30 segundos y se vierte sobre un vaso de vidrio de 50
ml que contiene un 1% (p/v) de Polialcohol vinilico, PVOH, (Fase acuosa) con agitacion
moderada. Con el fin de generar microparticulas de un tamafo similar cercano a 200 nm,
a esta solucion se le aplica la energia de la sonda de ultrasonidos (Fisher Brand™ Sonicator
Q500) con el fin de dispersar la fase organica en la fase acuosa. Se aplica una energia del
35% durante 150 segundos con pulsos de On:OFF de 1 segundo. Una vez finalizada la
sonicacidn, se agita en un agitador de placas en una campana de gases durante toda la
noche a temperatura ambiente para permitir la evaporacion del diclorometano vy el

endurecimiento de las microparticulas.

Microparticula de PLGA

Nanoparticula magnética

PLG A+ Nanoparticulas magnéticas
(fase omanica)

’
n o=
ofC e pgat -~ 7

o O 0g?
C -]
o o
Solucion acuosa con surfactante Sonicacion Evaporacion de la fase organica

Figura 8. Sintesis de las microparticulas de PLGA. En primer lugar, se afiade la solucién de PLGA
con nanoparticulas magnéticas (fase orgdnica) sobre la fase acuosa con surfactante, a
continuacidn, se realiza una sonicacion de esta mezcla hasta generar una emulsién W/O. Por
ultimo, se deja evaporar la fase organica durante toda la noche para endurecer las microparticulas
de PLGA.
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Finalmente, las microparticulas son centrifugadas para eliminar el exceso de PVOH en el
medio y retirar las nanoparticulas magnéticas no encapsuladas a 15 000 rpm durante 15
minutos. Se elimina el sobrenadante y se dispersan de nuevo en agua, esto se repite 3

veces.

5. Modificacién superficial de las microparticulas de PLGA

La modificaciéon superficial de las particulas de PLGA con Quitosano (CHI), Polietilenimina
(PEI) y poli(acido acrilico) (PAA) se realizé6 mediante el método de autoensamblaje capa
sobre capa (LbL) descrita en varios articulos (Romero et al., 2013; Sukhorukov et al.,

1998).

Microparticulas de PLGA sin ningun recubrimiento se dispersaron en agua ultrapura con
diferentes concentraciones de PEl y CHI que variaban desde 0 mg/ml (control) a una
concentracion maxima de 2mg/ml. Con el fin de garantizar la unién de los diferentes

compuestos la incubacién se mantuvo durante una hora en agitacidon constante.

Para la modificacion con PAA se partid de una dispersion de particulas de PLGA
modificadas con PEl a una concentracion de 5mg/ml y se realizé el mismo procedimiento

anteriormente explicado.

En los 3 casos, el exceso de moléculas afadido fue eliminado mediante purificacién de las
microparticulas de PLGA mediante la aplicacion de un iman y eliminacién del
sobrenadante. Las microparticulas fueron de nuevo dispersadas en agua ultrapura y

caracterizadas mediante DLS y Zeta-potencial.
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Resultados y discusion

1. Nanoferritas magnéticas ZnFe204

Las nanoferritas de cinc, ZnFe204, han sido preparadas siguiendo el método de
descomposicién térmica usado en nuestro grupo de trabajo (articulo enviado para ser
publicado) para preparar nanoparticulas de magnetita pero empleando como producto
de partida una mezcla de acetilacetonato de hierro (lll) y acetilacetonato de cinc, en
proporcion molar 2/1 Las nanoparticulas magnéticas fueron preparadas usando acido
oleico y oleilamina como reactivos surfactantes Mediante esta técnica se generan
nanoparticulas altamente monodispersas con propiedades superiores a aquellas

nanoparticulas creadas mediante coprecipitacion.

1.1. Espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS)

Tabla 3. Valores obtenidos mediante ICP-MS de las nanoparticulas de ferrita de Zn.

Fe (ppm) Zn (ppm)
ZnFe,04 622565 + 13000 76587 + 3000

Los resultados obtenidos muestran que existe una relacién de 1:8 entre los 4tomos de

Zinc y los de Hierro. Estos datos confirman que hay la presencia de Zinc en la estructura
, - L1
de las nanoparticulas. Concretamente, estos datos manifiestan que se han substituido 3

de los iones Fe?* por Zn?*. Por ello la férmula de la nanoferrita obtenida es en realidad

Zno333Fe2.66604.
1.2. Espectroscopia infrarroja

El espectro de infrarrojo obtenido de las nanoferritas de Zn (Figura 9) es practicamente

coincidente con el de la magnetita obtenida en nuestro laboratorio.
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Ello indica que las nanoparticulas estan rodeadas por iones oleato (2911 cm?, débil, y
2842 cm™ débil, atribuida a la tension de C-H y en 1523 cm™?, medio, ancho (tension
antisimétrica del grupo carboxilato) y 1425 cm™, medio, ancho (tensién simétrica del
grupo —COO;, y de la deformacidn del grupo CH>) y que la sustitucién de Fe?* por Zn?* no

altera significativamente las bandas debidas al cristal (banda ancha a 577 cm?).

Trans mitancia (u.a.)

B L =0 <UL L 1o o .

fcm’)

Figura 9. Espectro de infrarrojo obtenidos mediante espectroscopia infrarroja de las nanoferritas
de Zn.

1.3. Tamaio, estructuray potencial-

Las nanoparticulas ZnFe;04, una vez aisladas, fueron analizadas mediante microscopia
electrénica de transmisién. En la Figura 10 a, (donde la barrita es de 50 nm) se observan
las nanoparticulas mientras que en la Figura 10 b, se encuentra el correspondiente
histograma de distribucidon de tamafios. El tamafio es de 13,6 + 3 para un total de 400

nanoparticulas analizadas (n=400) siguiendo una distribucién gaussiana normal.

En la parte inferior de la misma figura, 10 ¢, se muestran las medidas de potencial- { de

las mismas nanoparticulas magnéticas que resulté ser de -10.4 £ 0.2
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Figura 10. Caracterizacién de las nanoparticulas magnéticas de Zn. (a) Fotografia de TEM en la
gue se aprecian las nanoparticulas magnéticas. (b) Histograma de la distribucidon de tamanos de
las NPs magnéticas. (c) Grafica del potencial- T.

1.4. Difraccion de Rayos X

El difractograma obtenido mediante la Difraccién de rayos X de ferrita de Zn se muestra
en la Figura 11 junto con el difractograma de la magnetita obtenido de estudios previos

del grupo.

Cada uno de los picos observados en ambos difractogramas se corresponde con distancias
interplanares (d) de acuerdo con la Ley de Bragg. Esta distancia se puede relacionar
directamente con los indices de Miller y por tanto con el sistema cristalino que posee la
nanoparticula. Asi bien, la intensidad de cada pico se relaciona con la prevalencia de unos

sistemas cristalinos frente a otros
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Figura 11. Difractograma de rayos X para la a) ferrita de ZnFe204 y b) magnetita Fe**Fe3*,0,4

Como puede observarse en la figura 11, la coincidencia es practicamente total, por lo que
se puede asegurar que las nanoparticulas obtenidas tienen la misma estructura cristalina,
sin mas que suponer que algunos iones de Fe2+ han sido substituidos por iones Zn2+ en
los huecos octaédricos del sélido. Notese que la ferrita obtenida también tiene una parte

amorfa como indica la banda ancha para 26=16
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En la tabla 2 se observan las distancias interplanares (d) obtenidas en las ferritas de Zn
comparadas con las distancias conocidas de Fe;04 junto con los indices hk/ de Miller que

representan la cristalografia obtenidos en bibliografia (Lv et al., 2015; Sun et al., 2004)

Tabla 2. Distancias interplanares obtenidas en la ferrita de Zn (primera fila), la distancia
interplanar de la magnetita (segunda fila) y el indice de Miller correspondiente (tercera fila).

20 18.4 30.2 35.3 37.1 43.1 53.5 56.9 62.4
d (A) 4.83 2.96 2.53 2.42 2.10 1.71 1.61 1.48
Fe30,4 4.86 2.98 2.53 2.43 2.10 1.71 1.62 1.48

hkl 111 220 311 222 400 422 511 440

1.5. Medidas magnéticas

Los resultados del andlisis de las propiedades magnéticas a temperatura ambiente estan
representados en la Figura 11. Estas propiedades magnéticas se determinan mediante el
anadlisis de la curva de histéresis. En este caso la curva de histéresis indica que estas
nanoparticulas de 13 nm son superparamagnéticas a temperatura ambiente, ya que
muestra que My H son iguales a Oy a su vez, My H tienen valores no iguales a 0. Es decir,

M=0, H=0 y M0 y H#0.

100
80
60
40

20

-20

M (emu/g)

-40
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-20000 -10000 o 10000 20000

H[Oe]

Figura 12. Curva de magnetizacion para la ferrita de ZnFe,0,, realizada a temperatura ambiente.
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2. Microparticulas magnéticas de PLGA

2.1. Tamaio, estructuray potencial-

Las microparticulas de PLGA fueron analizadas mediante microscopia electrdnica de
transmisién. Las imagenes obtenidas se muestran en el apartado a de la Figura 13, la
escala se puede observar en el borde inferior izquierdo siendo de 100nm. A la derecha de
la imagen de TEM se encuentra el histograma obtenido de la distribucién de tamafios de

las particulas donde se puede observar un tamafio medio de 163.2 + 67.8 para un total

de 100 particulas analizadas.

ol b) | Tamafio: 163.22

= D5:67.8
40 4 N=100
200 - 20 100 120 200 2%0 300
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) Zeta Potential Distribution
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) : £ 5 - s s s : 3 : B : . : B : :
S 200000
=
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" 100000
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Figura 13. Caracterizacién de las microparticulas de PLGA. (a) Fotografia de TEM en la que se
aprecian las particulas de PLGA. (b) Histograma de la distribucién de tamafios de las particulas de
PLGA. (c) Gréfica del potencial- { de tres réplicas (rojo, naranja y negro).
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Intensity (Percent)

Ademas, muestran una morfologia esférica y se comprueba que las NPMs se encuentran
en el interior distribuidas homogéneamente. Por otro lado, las particulas de PLGA poseen
una carga superficial (Potencial- ) de -21.6 + 0.3 debido a los grupos carboxilo que posee

en superficie.

2.2. Distribucion de tamanos (DLS)

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos mediante DLS para las
microparticulas magnéticas de PLGA. Presentan un tamafio hidrodindmico de 259,3 nm

en z-average (tamafio medio de microparticulas calculado segun intensidad).

Solamente se encuentra un pico en la grafica (Peak 1), lo que indica una distribucién de
tamafios y una poblacidn de microparticulas monodispersa, confirmada por el indice de

polidispersidad (PDI=0.041)

Size Distribution by Intensity
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Figura 14. Caracterizacién de las microparticulas de PLGA mediante DLS. La grafica representa la
distribucidn de tamafios por intensidad de tres réplicas (rojo, naranja y negro).
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2.3. Concentracion de microparticulas

Con el fin de modificar la superficie de las nanoparticulas con biomoléculas, como
anticuerpos o enzimas, es necesario conocer el nimero de microparticulas que existe en
la muestra. Mediante la técnica de nanotracking analysis se puede conocer la
concentracion de nanoparticulas por mililitro de disolucién. Considerando una masa de

50mg (25mg PLGA y 25mg NPMs) se ha obtenido el resultado mostrado en la tabla 4.

Tabla 4. Concentracion de microparticulas de PLGA por mg de sélido.

Media DT
8,4E+14 7,6E+13

Concentracion
(Particulas/mg)

2.4. Superparamagnetismo

El superparamagnetismo de las microparticulas magnéticas fue observado con la
aplicacion de un iman durante 30 segundos (Imagen 1a). Las microparticulas se dispersan
en agua ultrapura facilmente y son capaces de dirigirse hacia una fuente de imanacion

externa.

Fotografia 1. Microparticulas magnéticas. A) Imagen de las microparticulas en suspensidn
dispersadas. B) Imagen de las microparticulas atraidas por un iman.
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3. Modificacién superficial de Microparticulas de PLGA

Los datos obtenidos tras la modificacién superficial de las microparticulas de PLGA con
PEI, PAA y Quitosano se pueden observar en la Figura 15. Los valores obtenidos tras cada
modificacion han sido; PDI, tamafio (z-average) y potencial- Z. Estos datos experimentales

son suficientes para poder asegurar la modificacién superficial.

En la primera gréafica (a) se observan los cambios en el tamafio hidrodindmico de las
microparticulas del PLGA al modificar su superficie con diferentes concentraciones de
Quitosano, PEl y PAA. Observamos que a medida que se aflade mayor cantidad de estos
polimeros en el medio (agua ultrapura) con respecto a las microparticulas de PLGA,
aumenta el tamafio de la microparticula debido a una mayor adsorcidén sobre su

superficie.

En la segunda grafica (b) se representan los cambios en el PDI de la muestra, y se observa
gue todas las sintesis contindan con un indice de polidispersidad menor de 0,25 lo que

indica que la modificacion superficial fue homogénea entre las microparticulas.

Por ultimo, en la grafica (c) se observan los cambios en la carga superficial del PLGA. En
presencia de PEl y Quitosano la carga es positiva debido a la disposiciéon grupos amino en
superficie y a medida que se aumenta la concentracion, se aumenta la carga. Por otro
lado, la modificacién con PAA hace que la microparticula quede cargada negativamente
debido a la presencia de grupos carboxilo, y se observa que el potencial- Z es incluso mas
negativo que el de la microparticula inicial, lo que se puede corresponder con un

incremento en los grupos carboxilo en la superficie de la microparticula.

Ninguna de las muestras con diferentes modificaciones superficiales perdié la capacidad
de dirigirse hacia el iman ni de dispersarse con facilidad en agua ultrapura, al igual que las

microparticulas no recubiertas.
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Figura 15. Caracterizacion de las microparticulas de PLGA al modificar su superficie con PEl,
PAA y Quitosano. En la parte inferior de la imagen, representacién de una microparticula de
PLGA recubierta por los 3 polimeros.
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Conclusiones

1.- Se han preparado nanoferritas de zinc de composicidn Zng333Fe266604 recubiertas
superficialmente con iones oleato mediante descomposicién térmica de una mezcla de
acetilacetonato de hierro (lll) y acetilacetonato de cinc con una distribucion de tamarios
homogénea, estabilidad coloidal y propiedades superparamagnéticas. La presencia de
Zinc en su estructura les aporta una marca distintiva con respeto a las nanoparticulas de

magnetita.

2.- Se han obtenido microparticulas magnéticas de PLGA conteniendo una dispersion
uniforme de nanoferritas de zinc, mediante el método de emulsidn simple con una

distribucién de tamafos homogénea.

3.- Las microparticulas de PLGA son facilmente recubiertas con distintos polimeros

adquiriendo grupos reactivos diferentes Utiles para su uso posterior.
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