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Resumen

Las aplicaciones que ofrecen las nanoparticulas magnéticas
basadas en sus interacciones con los campos magnéticos
estdticos o variantes en el tiempo, son uno de los principales y
mas prometedores focos de investigacion biomédica en la
actualidad. La caracterizacion magnética de las particulas y de
su comportamiento en el interior de materiales biologicos es un
aspecto susceptible de numerosas mejoras, siendo ademds uno
de los pasos preliminares fundamentales a la realizacion de
cualquiera de los experimentos que las empleen. En este
articulo se presenta una nueva herramienta que facilitard esta
tarea, ademds de presentar futuras lineas de accion que
ofreceran nuevas posibilidades en el mundo de la
nanobioingenieria, partiendo de una breve introduccion tedrica
en la que se presentardn los principios fisicos que se encuentran
en la base de las aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas.

1. Introduccion

Las nanoparticulas magnéticas ofrecen en la actualidad
unas posibilidades altamente atractivas en el campo de la
biomedicina, algunas de las cuales ya han demostrado su
utilidad in-vivo tanto sobre animales como sobre
pacientes humanos [1]. Aplicaciones como contraste para
imagen por resonancia magnética ya son corrientes y se
estan llevando a cabo ensayos clinicos para aplicaciones
antitumorales por hipertermia.

Con independencia de la complejidad estructural que las
nanoparticulas magnéticas puedan llegar a tener en
funciéon de su aplicacion, su cardcter magnético es el
hecho distintivo que permite actuar sobre ellas desde el
exterior. Por tanto, resulta imprescindible la
caracterizacion de sus propiedades magnéticas a lo largo
de su proceso de produccion y luego en diversos
momentos durante la experimentacion para desarrollar las
aplicaciones biomédicas. Es en este punto en el que el
reciente magnetometro de gradiente de campo alterno
(AGFM) MicroMag Model 2900 AGM System® [2] de
Princeton Measurements Corporation sobresale por sus
prestaciones sobre otros sistemas en principio analogos.
Destaca su posible utilizacion sobre tejidos biologicos, ya
sea en muestras en las que también estan presentes
nanoparticulas o midiendo elementos magnéticos que

podemos encontrar naturalmente como el hierro de las
moléculas de hemoglobina o los magnetosomas presentes
en el citoplasma de ciertas bacterias.

Figura 1. MicroMag Model 2900 AGM System

Antes de presentar las caracteristicas del magnetometro,
se realizara un repaso a los principios fisicos que rigen el
comportamiento de toda particula magnética y de los
AGFM, lo que permitira entender mejor coémo se
comportan las nanoparticulas y por lo tanto, comprender
el porqué de la eleccion de este dispositivo y las ventajas
que presenta para la caracterizacion de éstas. Finalmente,
se incluiran algunos de los resultados preliminares
obtenidos tras medidas sobre muestras solidas y sobre
muestras de glioblastomas humanos con nanoparticulas
infundidas. El objetivo de este articulo es justificar la
utilidad del sistema MicroMag Model 2900%, parte de la
Plataforma de sintesis y caracterizacion de nanoparticulas
magnéticas del CIBER-BBN [3], para llevar a cabo esta
caracterizacion y realizar medidas sobre muestras de
tejidos biologicos.

2. Principios fisicos [4]

Cuando un material es sometido a un campo magnético de
intensidad H, su respuesta es la induccion magnética B, y
ambas se relacionan a través del parametro permeabilidad


https://core.ac.uk/display/148654755?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

del medio n y de la magnetizacion del medio M de la
forma:

B=uH+M),

donde M se define a su vez como el momento magnético
m por unidad de volumen de un sélido:

M=m/V

Todo material presenta cierto comportamiento magnético,
dependiente de su estructura atdmica y su temperatura
entre otros aspectos, pero cominmente solo se denominan
medios magnéticos aquellos que presentan una
magnetizacion M mas notable. Se conoce como
susceptibilidad magnética al grado de magnetizacion que
presenta un material cuando se encuentra sometido a la
influencia de un campo magnético H:

M=y H,

donde y es la susceptibilidad magnética volumeétrica,
parametro que puede medirse directamente con el AGFM.
Esta expresion incorpora un hecho de gran importancia
para la magnetometria: el momento medido es lineal
respecto de sus componentes. Es decir, las distintas
estructuras materiales presentes en una muestra
contribuyen de forma independiente sumando sus efectos
a la medida.

Hay ciertos materiales que son capaces de mostrar un
comportamiento magnético espontaneo mucho mayores
que el resto en ausencia de excitacion. Como su
susceptibilidad depende de H, la aparente relacion lineal
anterior entre el campo magnético y la magnetizacion se
convierte en realidad en una forma sigmoidea muy
caracteristica, apareciendo histéresis en algunos casos si
se mide M haciendo recorrer a H un cierto margen en los
dos sentidos.

Los asi denominados ciclos de histéresis variaran su
forma para un mismo material magnético segtin el tamafio
de las particulas. El caso de tamafios muy pequeiios (de
decenas de nanometros o incluso menor, rangos entre los
que se encuentran muchas de las nanoparticulas
magnéticas), es especialmente relevante porque presenta
el fendomeno de superparamagnetismo. Presenta
caracteristicas del ferromagnetismo clasico (grafica
sigmoidea) y del paramagnetismo (aumenta M segln
aumenta H).

La principal ventaja de los AGFM (o AGM) frente a otro
tipo de magnetometros, como los de muestra vibrante
(VSM), es su alta sensibilidad, lo que ha permitido que
tengan una gran aceptacion hoy en dia en la realizacion de
medidas magnéticas. A cambio, se ha de ser mucho mas
cuidadoso en el proceso de medicion.

En un AGFM, la muestra suele colocarse en un
portamuestras que contiene un transductor piezoeléctrico
que oscila cuando se ha sometido al elemento que se
desea caracterizar a un campo magnético alterno
superpuesto al campo magnético continuo de un
electroimén. Debido a esta configuracion, el ruido de base
que tienen es mucho menor que el de otros
magnetometros, lo que convierte al AGM en el
dispositivo idoneo para la medicion de muestras con

nanoparticulas, debido al bajo nivel de sefial que
presentan algunas de ellas.

3. Caracterizacion de las nanoparticulas
magnéticas

En el caso de estas nanoparticulas es preciso conocer las
propiedades magnéticas de las muestras bioldgicas en que
van a ser introducidas las nanoparticulas y del conjunto de
ambas, que es justo lo que nos permite realizar el
magnetometro que presentamos. Substrayendo las
primeras de las segundas, se puede conocer la
contribucion al magnetismo del tejido por parte de las
nanoparticulas introducidas artificialmente en ¢l. El
conocimiento de esta contribucion es de utilidad, en
general, para correlar los resultados experimentales de los
ensayos de aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas
con la presencia de tipos concretos de nanoparticulas por
composicion, forma, etc. Citaremos a continuacion
ejemplos de aplicaciones para sefialar las posibilidades de
este dispositivo.

3.1. Seleccion del tiempo de medida para distribucion
guiada de farmacos con nanoparticulas

Debido al tamafio de las nanoparticulas, es facil suponer
que la mayor parte de ellas presentaran un
comportamiento  superparamagnético. Como se ha
demostrado a lo largo de los afios [5], el
superparamagnetismo estd basado en una ley de
activacion del tiempo de relajacion t de la magnetizacion
neta de la particula, que depende de la temperatura y una
barrera energética que indica qué energia debe superarse
para que el momento se invierta. Si bien es cierto que la
temperatura es muy importante (y mas en particulas
pequeiias en las que la barrera energética es del mismo
orden que la temperatura ambiente), es igual de relevante
el tiempo de medida t,,, de la técnica experimental usada:

e Si 1t << 1,, la inversién es tan rapida respecto al
tiempo de medida que en ausencia de campo H
externo la media temporal del momento neto de las
particulas es cero, por lo que las particulas aparentan
ser paramagnéticas.

e Sit>>1,, el tiempo de medida es tan pequefio que
la inversion no se aprecia, por lo que el
comportamiento observado es cuasi-estatico.

Imaginemos una aplicacion biomédica como la
distribucion de medicamentos mediante una terapia de
guiado electromagnético en la que un componente
citotoxico se une a una nanoparticula portadora mediante
una cubierta biocompatible. El complejo medicamento-
portador suele formar un ferrofluido que se inyecta en el
torrente sanguineo. Como en la sangre encontramos
particulas que tienen una respuesta paramagnética (como
la ya mencionada hemoglobina) y diamagnética
(susceptibilidad negativa, aunque pequeia, de ciertas
proteinas que se encuentran en el interior de los vasos
sanguineos compuestas de carbono, nitrégeno y oxigeno),
es muy importante haber caracterizado antes la respuesta
magnética de la sangre. Asi, hay que escoger un tiempo
de medida t,, correcto al medir las nanoparticulas, para
que no se confunda el paramagnetismo de éstas ultimas



con el de las particulas sanguineas (pese a que la
respuesta de las particulas externas siempre es mayor que
la de las sanguineas); también para predecir el
comportamiento de todos los elementos ante campos
externos de alto gradiente que se encargan de concentrar
las nanoparticulas en ciertas zonas (s6lo nos interesa
concentrar el ferrofluido). Gracias a las especificaciones
de MicroMag Model 2900, con una rapidez de medida
de hasta 100ms por punto, podriamos encontrar el T,
adecuado para caracterizar no s6lo las nanoparticulas sino
también el complejo en el interior del torrente sanguineo,
lo que no se podria conseguir con otros magnetdmetros
actuales.

3.2. Caracterizaciéon de uniones en etiquetado de
células y separacion magnética

Otra aplicacion de interés biomédico es el etiquetado de
células y separacién magnética, que ya se usa de manera
habitual en muchos laboratorios para separar células
tumorosas de la sangre [6], etiquetar células sanguineas
de la serie roja [7] o detectar parasitos de malaria en
muestras [8]. En este caso las nanoparticulas tienen que
estar recubiertas de moléculas bioespecificas que
permitiran la uniéon con la célula o molécula diana.
Midiendo muestras en las que se hayan producido estas
uniones, podemos estudiar las propiedades de las
hibridaciones, lo que es muy importante para el segundo
paso de este tipo de aplicaciones, puesto que para la
separacion se suelen emplear regiones con alto gradiente
de campo magnético y queremos que las ligaduras se
mantengan para que en dicha zona se concentren los
complejos nanoparticula-células diana y no se rompan, lo
que s6lo acumularia nanoparticulas.

Se ha demostrado la utilidad de diagramas FORC (First
order reversal curve) para caracterizar interacciones en
sistemas de particulas magnéticas pequeiias [9] u otras
aplicaciones similares [10], siendo de igual utilidad en
este caso y permitiendo el AGM mencionado realizar
medidas de gran precision en este sentido.

Ademas, en este tipo de experimentos suele ser muy util
que el tamafio de las particulas sea muy pequefio para
reducir la probabilidad de que el material magnético
interfiera demasiado con futuras medidas sobre las células
separadas. Por lo tanto, las ventajas que se presentaron en
la subseccion anterior sobre el tiempo de medida siguen
siendo vigentes en estas aplicaciones.

3.3. Modularidad en otras aplicaciones biomédicas

Otra de las ventajas que presenta el dispositivo que
presentamos es que dispone de los recursos suficientes
para cambiar las caracteristicas de los experimentos a
realizar, obteniéndose asi nuevos datos en nuestras
investigaciones.

El ejemplo mas intuitivo que podemos mencionar es el
uso de nanoparticulas en experimentos de hipertermia.
Como mencionan distintos autores [11], la frecuencia y la
potencia del campo magnético usado para generar el
calentamiento estd limitado por la respuesta fisiologica a
campos magnéticos de alta frecuencia. Se suele concretar
que el rango apropiado de frecuencias y amplitudes que se

pueden utilizar en estas aplicaciones ronda los 0,05-1,2
MHz y de 0 a 15 kA m™. Pero podriamos plantearnos qué
ocurriria si en vez de introducir una excitacion sinusoidal
la sefial de entrada fuese pulsada. Como se ha
mencionado en el parrafo anterior, el AGM que estamos
usando permite realizar experimentos de este estilo y
hacer pruebas realmente novedosas en la caracterizacion
de las uniones de nanoparticulas con tejidos bioldgicos.

4. Resultados preliminares: ejemplos

El magnetometro ha sido puesto en operacién cuarenta
dias antes de la finalizacion de este documento, por lo que
solo es posible presentar trabajos preliminares que
apuntan la capacidad del instrumento, pero que todavia no
la muestran del todo. De hecho, una de las primeras
actividades que se estan llevando a cabo es la adaptacion
de su portamuestras para la medida de fluidos en
condiciones Optimas ya que el sistema fue disefiado para
muestras solidas. La necesidad de medidas magnéticas en
biofluidos es relativamente reciente y no hay todavia
demasiada experiencia acumulada.
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Figura 2. Medidas convencionales (en seco) de NMP's de
Niguel

Figura 3. Nanoparticulas de Niquel crecidas por pulverizacion
catodica (Imagen procesada con WSxM, Nanotec Electronica
S.L)

En primer lugar, en la figura 2 se muestra un ciclo de
histéresis de material en forma de polvo. Se trata de
nanoparticulas magnéticas crecidas dentro del grupo de
investigacion mediante una técnica de pulverizado
atobmico de un blanco de alta pureza y posterior



agregacion de los atomos para formar particulas, todo ello
en atmosfera inerte de baja presion. Las nanoparticulas
mostradas son de Niquel con un tamafio medio en torno a
12nm (ver figura 3).

En segundo lugar presentamos resultados de la medida de
la magnetizacion de muestras de cultivos de glioblastoma
humano en donde han sido infundidas nanoparticulas
comerciales PMAV-250 y PMAV-100 de Kisker®:
magnetita de 250 y 100 nandmetros de diametro
respectivamente, recubiertas de dextrano y suspendidas en
agua. En la figura 4 se presenta una comparacion entre las
medidas de muestras con nanoparticulas, sin
nanoparticulas y el portamuestras sin muestra.

Momento magnético (nA.mz)

Portamuestras
— 0 (ug/ml)
——200 (ug/ml)

. T . T . T .
0,10 0,05 0,00 0,05 0,10
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Figura 4. Cultivos de glioblastomas humanos con NPM'’s (&

250nm, 200 pg/ml): el magnetismo residual del portamuestras
es inferior al de las NPM'’s.

0,5

0,0

Portamuestras
——50 (pg/ml)
—— 200 (pg/ml)

-0,54

Momento magnético normalizado

T T T T
-0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10
Campo Magnético (Teslas)

Figura 5.Resultados normalizados (& 250nm)

Puede observarse como la sefial del portamuestras es
practicamente idéntica a la del cultivo celular sin infusién
de nanoparticulas, lo que demuestra que éste no presenta
contribucion alguna al momento magnético. Por tanto, el
ciclo del cultivo infundido tiene contribucion del
portamuestras y de las nanoparticulas en exclusiva.

En la figura 5 se han normalizado las sefiales obtenidas
para el portamuestras sin nada y para muestras con
cultivos con nanoparticulas en concentraciones de 50

pg/ml y 200 pg/ml. Aqui no se buscaba apreciar
diferencias de nivel, sino de comportamiento. En efecto,
la forma del ciclo de histéresis es casi idéntica en las
medidas en las que estan presentes las nanoparticulas y
distinta cuando no estan, revelando que el material
magnético origen de uno y otro es distinto. También se
revela que la concentracion de nanoparticulas no modifica
su susceptibilidad.

5. Conclusiones

El magnetdmetro de gradiente de campo magnético
alternante puede caracterizar el comportamiento
magnético de muestras bioldgicas, incluidos fluidos. Los
procedimientos para la obtencion de toda la informacion
relevante del sistema fluido mas nanoparticulas
magnéticas es un trabajo todavia por realizar ya que, en
buena medida, depende de las caracteristicas mecanicas y
reoldgicas de los fluidos matriz.
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