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Resumen

Hoy en dia, una de las herramientas fundamentales de diagnostico clinico son las técnicas
de imagen médica, entre las que destaca imagen por resonancia magnética nuclear (MRI),
por su gran versatilidad, por la variedad de informacion que proporciona y, sobre todo, por
tratarse de una técnica no ionizante. En algunos casos es fundamental el uso de agentes de
contraste (AC) para aumentar la especificidad diagndstica. Hasta el momento, los agentes
de contraste disponibles para uso clinico son en su mayoria complexonas Gd. Sin embargo,
estos compuestos presentan algunas limitaciones, como por ejemplo su toxicidad en
pacientes con insuficiencia renal. De hecho, a mediados de este afio 2017 la Agencia
Europea del Medicamento retird todos los agentes de contraste basados en Gd que
utilizaban como complejantes compuestos lineales, dejando sélo para uso clinico los
macrociclicos, por su mayor estabilidad. Por ello, cada vez se hace méas evidente la
necesidad de desarrollar una nueva generacion de ACs para MRI con propiedades

mejoradas.

Una opcién muy prometedora son las nanoparticulas magnéticas, que presentan un gran
potencial tanto como agentes de contraste para MRI, como para el transporte y liberacién
controlada de farmacos.

En este trabajo se han estudiado nanoparticulas bi-magnéticas, “core-shell”, como una
nueva alternativa para el desarrollo de agentes de contraste para MRI. Para ello se
sintetizaron diferentes nanoparticulas y se realizé la caracterizacion fisico-quimica de las
mismas tras la funcionalizacién con PEG-Gallol mediante intercambio de ligando. Después
se midieron sus relajatividades de T1 y T2 a bajo (1.5 T) y alto campo (9.4 T), se realizaron
estudios de citotoxicidad, de biodistribucién en modelos murinos, y por Gltimo se

evaluaron los posibles efectos secundarios mediante estudios histologicos.

Palabras clave: nanotecnologia, nanoparticulas bimetalicas, nanoparticulas bi-magnéticas,
“core-shell”, MRI.
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Abstract

Nowadays, one of the fundamental tools in clinical diagnosis are medical imaging
techniques, among which nuclear magnetic resonance (MRI) image stands out for its great
versatility, the variety of information it provides and, above all, its non-ionizing nature. In
some cases, the use of contrast agent (CA) is essential to increase the diagnostic
specificity. Up to now, the contrast agents available for clinical use are mostly Gd chelates.
However, these compounds have certain limitations, such as their toxicity in patients with
renal insufficiency. In fact, towards the middle of this year 2017, the European Medicines
Agency withdrew all Gd-based contrast agents that use linear chelates, keeping for clinical
use only those that use macrocyclic chelates, due to their greater stability. Therefore, is
becoming increasingly evident that there is a need for the development of a new generation

of ACs for MRI with improved properties.

A very promising option are the magnetic nanoparticles, which exhibit great potential both

as MRI contrast agents and as vehicles for control drug release.

In this work, bi-magnetic nanoparticles (“core-shell””) have been studied as a new alterative
for the development of MRI contrast agents. Thus, different nanoparticles were
synthesized and characterized physico-chemically after its functionalization with PEG-
Gallol by ligand exchange. Then T1 and T relaxivities were measured at low (1.5 T) and
high (9.4 T) magnetic fields, citotoxicity and in vivo biodistribution studies were carried

out, and finally possible side effects were evaluated by histological studies.

Keywords: nanotechnology, bimetallic nanoparticles, bi-magnetic nanoparticles, core-
shell, MRI.

Universidad Internacional de Andalucia, 2018



Indice

[0 oo [0 ool To ] SRS 7
NANOPAITICUIRS ...ttt 7
Nanoparticulas DIMELAlICAS. .........ccccviiiiiei e 8
Magnetismo. MagnetiSmo & NANOESCAIA. ...........ccveveriereriieiiee e 9
SUPErPAramMagNEISMO. .....c.eeiiieiiieite ettt bbbt 10
Bi-MagNetiSMO. .....ueeiieie et re e enes 10
Sintesis de nanoparticulas MagNELiCas. ........ccoviiriiiiiieree e 11
Funcionalizacion de NanopartiCUlas. ..........ccccoeereiriniieee e 13
Aplicaciones en BIoMEdICING. .........cciveiiiieii e 14
YL PRSPPSO 15
OB JBEIVOS. ...tttk bbbt bbbt 17
MaterialeS Y MetOdOIOQIa. ......coveeiiiieiice et 18
Sintesis y funcionalizacion de NanoPartiCulas. ...........ccoceveerereiiniese e, 18
Sintesis de NANOPAITICUIAS ACZ. ........cooiriiieiieeee s 19
Sintesis de NANOPArtICUIAS AC ..........cc.ccveiiiiic e 19
Sintesis de NANOPArtiCUIAS CCZSM.........coiiiiiiiiicee s 20
Sintesis de NANOPAITICUIAS CCSZ. ........oiiiiiriieieiee s 21
Sintesis de nanoparticulas CMZSC..........ccviveiieiececeere e 21
Sintesis del ligando PEG-Gallol de 3 KDa..........ccccoiiiiiiiiiiiiciceeeseeee e 22
Intercambio de [IgandO. ........cc.ooviiiiiiiiiee s 22
Caracterizacion de nanopartiCulas. ..........cccoceiveiiiic i, 23
Microscopia electronica de Transmision (TEM).......cccoovieiriiiiinenniseneeeee e, 23
Dispersion dindmica de luz (Dynamic Light Scattering: DLS).......ccccoccvovrevrerinennen. 23
Plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled Plasma: ICP). .........c............ 24
Espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier (Fourier transform infrared
SPECLIOSCOPY: FTIR). ittt re e sae e nreas 24
Relajatividad iN VITFO. .......ccooiiiieiicce et 24
Ensayo de CitotoXiCidad iN VITFO. .......c.coiiiiieiiieeese e 25
ENSAYO 0B IMTT it e et et e te e saeaenrs 25
Ensayos in vivo mediante MR ... 26
Histologia higado, rfiON Y DAZ0. ..........cccceiiiiiiiie e 27
ResUItadoS Y QISCUSION. .......cviiuiiiieie et ere e 28
Sintesis de particulas bIMEtaliCas. ..........ccceoviiiieii e 28
LOF. L= Tod (=1 4= Vo1 o] 1RSSR 29
I USSR 29
Tamarfio de 1as NANOPAIICUIAS...........ccveiieiiiccece e 30
5

Universidad Internacional de Andalucia, 2018



POLENCIAI-Z ...t 32

REIQJALIVIAA ... 33
Ensayo de citotoxXididad iN VITFO..........ccooviieiieie e 35
ENSAYOS IN VIVO. ...ttt bbbt 36
Posibles efectos secundarios: Control de peso e histologia de los 6rganos principales. . 39

CONCIUSIONES. ...ttt bbbttt b e be st e neene et 42
BIDIIOGIATTa ... 44
6

Universidad Internacional de Andalucia, 2018



Introduccion.

Se define nanotecnologia como la ciencia encargada de estudiar materiales cuyas
dimensiones, o al menos una de ellas, se sitlia por debajo de los 100 nanémetros.'? Pero
estos materiales no se diferencian exclusivamente en sus dimensiones, sino en las
propiedades que adquieren al pasar a la escala nanométrica, que son complemente distintas
con respecto a la escala macroscopica.t?

Esta diferencia viene determinada por dos factores. El primero de ellos corresponde a un
aumento del area superficial en el caso de materiales que se encuentran en la escala
nanométrica, afectando a la reactividad quimica y a sus propiedades eléctricas. El segundo
de los factores viene determinado por el predominio de los efectos cuéanticos, que afectan a
las propiedades eléctricas y magnéticas del material.

Estos materiales se pueden clasificar, dependiendo del nimero de dimensiones dentro de la
escala nanomeétrica, en: nanopeliculas, si inicamente una de sus dimensiones se encuentra
en la escala nanométrica, nanotubos en el caso de presentar dos dimensiones dentro de
dicha escala y nanoparticulas, cuando todas sus dimensiones se encuentran por debajo de

los 100 nandémetros.*°

Nanoparticulas

Como se ha mencionado, una nanoparticula es un material cuyas tres dimensiones
presentan un tamafio inferior a los 100 nandémetros. Debido a las propiedades que
presentan este tipo de materiales resultan muy atractivos para varios campos de la
industria, como son el de la electronica, que emplea nanoparticulas metalicas en la
fabricacion de discos de memoria, la industria del transporte, que usa nanoparticulas de
carbono para reforzar los neumaticos de los vehiculos, ademas de otros usos como la
presencia de nanoparticulas en catalizadores para la eliminacion de compuestos toxicos.

De acuerdo a su naturaleza, las nanoparticulas pueden clasificarse en:

- Organicas: subdivididas principalmente en liposomas, dendrimeros, micelas
poliméricas y fullerenos (nanomateriales de carbono). Este tipo de particulas son
empleadas para el transporte de farmacos, scaffolds y biosensores.

- Inorganicas: se consideran principalmente aquellas que estén compuestas por un
metal u otro compuesto inorganico de forma primaria como pueden ser los materiales

ceramicos. Un ejemplo de estas particulas son las nanoparticulas magnéticas, empleadas
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como agente de contraste para imagen por resonancia magnética, y las nanoparticulas de
oro, empleadas principalmente como biosensores y como agentes de contraste en

tomografia computarizada.®

Nanoparticulas bimetalicas.

Se trata de un tipo de particulas metalicas que estan compuestas por varios elementos y
cuyas propiedades dependen de la distribucién de los elementos metélicos a lo largo de su
estructura.

Este trabajo tiene como objetivo comparar dos tipos de estructura de las nanoparticulas
bimetéalicas, las tipo “alloy”, en las que ambos elementos se encuentran distribuidos por la
nanoparticula, y las “core-shell”, particulas compuestas por una nanoparticula nucleo, o
“core” al que, mediante un segundo proceso de sintesis se le incorpora un recubrimiento

(“shell”) compuesto de otro metal.

(b) (d)

Figura 1: Tipos de estructura de particulas bi-metalicas.’
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Magnetismo. Magnetismo a nanoescala.

El comportamiento de los materiales en presencia de un campo magnético externo viene
determinado por su estructura. A nivel atdmico, este comportamiento depende del
momento angular de los orbitales y a la ordenacion de los electrones. Asi, en funcion de si
los orbitales se encuentran ocupados por electrones apareados 0 no, los materiales pueden
ser de dos tipos: diamagnéticos, que presentan sus orbitales atomicos ocupados, y
paramagnéticos, que tienen orbitales con electrones desapareados.®

Ambos materiales carecen de momento magnético neto en ausencia de campo magnético, y
el estado de sus orbitales es el determinante de su comportamiento frente un campo
magnético externo. Bajo un campo externo los electrones de los elementos diamagnéticos
se orientan en sentido contrario al campo incidente produciendo una repulsion. Al
contrario, los electrones desapareados de los elementos paramagnéticos se orientan en el
mismo sentido que el campo magnético incidente,

Otros tipos de materiales presentan un magnetismo que no viene determinado Unicamente
por el efecto atomico. En estos tipos de materiales los 4&tomos se organizan formando
dominios magnéticos. La organizacion de los &tomos en dichos dominios va a determinar
el tipo de comportamiento magnético del material.

Si los momentos atdmicos de los elementos que conforman los dominios magnéticos se
encuentran ordenados de forma antiparalela, el material se denomina antiferromagnético,
presentando un momento magnético nulo y unas propiedades similares a los diamagnéticos
en ausencia de un campo magnético externo. En caso contrario, es decir, si los orbitales se
encuentran ordenados de forma paralela dentro de un dominio magnético, el material se
denomina ferromagnético.

Los momentos magnéticos de estos materiales, bajo la presencia de un campo externo se
alinean en la direccion del campo magnético externo y, tras cesar dicho campo el material
mantiene dicha alineacion, es decir mantiene una magnetizacion remanente. Este grupo lo
componen elementos como el hierro, cobalto y el niquel, entre otros, y algunas de sus
aleaciones, ademas de ciertas tierras raras como el gadolinio. &0

Dependiendo de la temperatura, los &tomos que componen este tipo de materiales van
cambiando su posicion en el espacio, modificando la ordenacion de sus orbitales. Cuando
se alcanza una determinada temperatura, denominada temperatura de Curie o temperatura
de bloqueo, pierden la ordenacién paralela de sus orbitales, volviendo a tener propiedades

paramagnéticas.
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Superparamagnetismo.

Como se ha mencionado anteriormente, las propiedades magnéticas varian con la
estructura del material. Cuando se reduce significativamente el tamafio de las particulas
ferromagneticas, entrando a escala nanomeétrica, las propiedades magnéticas de estas
particulas cambian, dando lugar a otro tipo de materiales, denominado
superparamagnéticos. Esto se debe a que, al reducir el tamafio de los materiales a escala
nanométrica, las nanoparticulas resultantes estan formadas por un dominio magnético
unico que se va a orientar siguiendo el campo magnético externo (figura 2).

Por encima de la temperatura de Curie, lo materiales superparamagnéticos presentan
comportamientos muy similares a los materiales paramagnéticos, pero con un momento
magnético mucho mayor. Esto se observa en las curvas de magnetizacion de ambos
materiales, en los que se aprecia que en los materiales superparamagnéticos presentan una
mayor susceptibilidad magnética muy superior a los paramagnéticos.

Por debajo de la temperatura de bloqueo, la curva de magnetizacion presenta una histéresis

que resulta similar a la curva de magnetizacion de los materiales ferromagnéticos.*

Ferromagnetic Superparamagnetic
o
a) s
c
g
1: 000
A Magnetization e Ferromagnetisme o2 | T
Q
Paramagnetisme 3
M- M —Superparamagnetism -
oo
QL=
/— QE
bt —
» 28
€
R Magnetic Field
Single-domain_ Multi-domain
2 [Superpara-
3 |magnetic
@
o
o
NP diameter

Figura 2: Comparacion de la curva de magnetizacion de distintos tipos de material, ferro,
para y superparamagnéticos (izquierda). Efecto de la exposicién a un campo magnético de

particulas ferromagnéticas y superparamagnéticas (derecha)

Bi-Magnetismo.
Se denomina bi-magnetismo al fenOmeno que ocurre en nanoparticulas metalicas, “core-

shell”. La presencia de la “shell” permite la modificacion de diferentes propiedades de la

10
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nanoparticula. En este caso, la presencia de otro tipo de elementos en la particula produce
una alteracion en la respuesta de la particula ante un campo magnético externo. En la
figura 3, se muestra un ejemplo de un tipo de propiedad modificada por la adicién de la

“shell”, la magnetizacion.

/ BI-MAGNETIC CORE/SHELL NANOPARTICLES \
HARD/SOFT SOFT/HARD

M M, E" ;
ﬁ‘ Ms M Exchange coupled
H H
N H
+ H E — e
I J . Spring magnet
\Soft-FM Hard-FM Jf’ J

Figura 3: Esquema del efecto sobre el ciclo de histéresis de magnetizacion de una

nanoparticula bi-magnética.'?

Sintesis de nanoparticulas magnéticas.

Existen dos tipos de rutas de sintesis de nanoparticulas, los métodos fisicos, o top-down, y
los métodos quimicos, o bottom-up.

Los metodos fisicos se caracterizan por partir de un material macroscopico y realizarle
tratamientos fisicos como la nanolitografia, empleada para la elaboracién de microchips, el
grabado en seco del material o la ablacion por laser, entre otras. A pesar de su desarrollo
durante los Gltimos afios y su aplicacion en el campo de la electrénica, estas técnicas
presentan una serie de desventajas. Este tipo de técnicas presentan un limite de tamafio de
elaboracion, tienden a ser lentas, requieren equipos costosos, y principalmente se limitan a
trabajar con estructuras 2D.

Por otro lado, se encuentran los métodos quimicos o bottom-up. Este tipo de técnicas parte
de unos precursores metalicos que, mediante una serie de reacciones dan lugar a las
nanoparticulas. Este tipo de técnicas, si bien son algo mas complejas que las fisicas suelen

11
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presentar mayor reproducibilidad, mayor capacidad de ser escalables a condiciones
industriales y requieren procesos de purificacion mas simples que los métodos top-down.?
A continuacion, se describe una serie de técnicas bottom-up, entre las que se encuentra la
descomposicion térmica, técnica empleada en este trabajo.

- Proceso sol-gel. El proceso sol-gel se basa en una serie de reacciones de
polimerizacion en las que se incluyen cuatro etapas: hidrolisis del precursor metalico,
policondensacion de la solucion a un gel, secado del disolvente y, finalmente, una
descomposicion térmica del precursor organico. El tamafio de las particulas producidas
viene determinado por la temperatura, la composicion y el pH del medio. 4%

- Proceso Hidrotermal. Se trata de una variante del proceso solvotermal, en el que se
emplea como disolvente agua en lugar de un disolvente organico. En este proceso se
aprovecha la solubilidad de los compuestos inorganicos en agua a altas temperaturas y
presion con el objetivo de sobresaturar el medio y formar nanocristables insolubles. El
aumento de estas variables no s6lo modifica la solubilidad de las particulas, sino que afecta
a la reactividad de los compuestos, dando lugar a estructuras que no pueden formarse a
bajas temperaturas. Durante este tipo de sintesis, junto con la temperatura y la presion en el
autoclave, se requiere controlar otras variables tales como la presion de vapor del agua y el
tiempo de reaccion. Este proceso evita tener que emplear disolventes organicos y
posteriores postratamientos, como puede ser la calcinacion; ademas, permite obtener
particulas con gran potencial magnético.'>

- Co-precipitacion. Este método consiste en realizar una precipitacion simultanea
debido a la adicion de cationes y aniones, normalmente solubles, en condiciones
especificas de pH. Para controlar el proceso de sintesis por tanto, es necesario tener en
cuenta los valores de pH, ademas de la concentracion de reactivos e iones y la temperatura
de trabajo. La sintesis mas comun por este método es la formacion de FesO4, mediante la
co-precipitiacion de reactivos ferroso (Fe?*) y férricos (Fe**) en relacion 1:2 en atmosfera
inerte.1>16

- Descomposicion térmica. Se trata del método de sintesis que se ha seguido a lo
largo del presente trabajo. En este método se parte de un precursor organico de un metal en
solucion organica, sometido a altas temperaturas, con un agente surfactante. Para controlar
el proceso de sintesis es necesario conocer el tiempo y temperatura de reaccion, la
concentracion de los reactivos, la naturaleza del disolvente y de los surfactantes, asi como
otras variables como el uso de una atmdsfera inerte. A partir de este método se obtienen

nanoparticulas con un tamafio uniforme y alta cristalinidad.*>*°

12
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Funcionalizacion de nanoparticulas.

Tras la sintesis de las nanoparticulas es necesario que ésta reciba un tratamiento de
funcionalizacion. La funcionalizacion consiste en la modificacion de los elementos de la
superficie de las particulas, asi como la introduccién de grupos funcionales para garantizar
su estabilidad o para proporcionarles nuevas funciones, como puede ser la de
reconocimiento especifico de una diana molecular. Para aplicaciones in vivo una de las
propiedades que hay que hay que considerar es la posible toxicidad de los metales que
componen las nanoparticulas.t’8

Ademas de la toxicidad de los elementos metalicos hay que tener en cuenta que, debido a
la estructura superficial de la particula de carécter hidrofébico, las particulas tienden a
agregarse en medios acuosos formando complejos de particulas, lo que modifica las
propiedades de las mismas, debido al incremento del tamafio, y en el caso de su uso in
Vvivo, esta agregacion podria tener consecuencias perjudiciales para el organismo receptor.
Por altimo, hay que sefialar que la funcionalizacion de las nanoparticulas puede ser
realizada con el objetivo de aportarle una tarea especifica, como puede ser que actlen
como biosensor, que distribuyan un determinado farmaco o que permitan fijarse a un
determinado tipo celular.

Hay dos tipos de estrategias para realizar la funcionalizacion de las nanoparticulas. La
primera de ellas se denomina funcionalizacion directa, donde el ligando es bi-funcional, es
decir, uno de los grupos del ligando interacciona con la superficie de la particula, mientras
que el segundo grupo es el que proporcione la funcion deseada. Este tipo de sintesis, si
bien suele preferirse porque se produce en una misma etapa, tienen el inconveniente que
puede producirse impedimento estérico sobre la superficie del material.

El segundo método se denomina proceso posfuncionalizacion. En este método, en primer
lugar se une a las nanoparticulas un agente quelante y, en una etapa posterior el grupo
funcional es fijado sobre el mismo. El problema que presenta este método es que requiere
que el grupo funcional tenga una gran afinidad con la superficie de la particula, impidiendo
que pueda ser utilizado para formar clusteres independientes de ligando.

Una variaciéon de este método es el intercambio de ligando. En este caso, las particulas
poseen un agente surfactante en su superficie y, mediante una mayor afinidad a la
superficie por parte del ligando comparada con el surfactante, el ligando funcional
desplaza a dicho compuesto y recubre la nanoparticula.*®

13
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Aplicaciones en biomedicina.

Como se menciond anteriormente, las nanoparticulas presentan gran utilidad en diversos
campos de la industria, siendo el campo de la nanomedicina uno de los que se encuentra
actualmente mas en desarrollo. Este trabajo se centra en el estudio de nanoparticulas
magnéticas y sus posibles aplicaciones en el campo de la medicina, que se comentan a
continuacion:

- Diagnostico. Las nanopartciulas metalicas, en funcion de su tamafio, reactividad y
propiedades magnéticas pueden servir como una herramienta excelente en el diagnéstico
de diversas patologias, entre ellas el cancer. Estas nanoparticulas pueden ser utilizadas in
vivo como agentes de contraste para MRI. Si dichas nanoparticulas son ademas dirigidas
de manera especifica a algun receptor expresado en la superficie de las células diana
(células tumorales, por ejemplo), se podria llevar a cabo imagen molecular por resonancia

magnética (MMRI).

Dado que en este trabajo se han realizado estudios de las nanoparticulas como posibles
agentes de contraste de MRI, esta técnica sera descrita en un apartado posterior.

- Terapia. La mayoria de los tratamientos especificos contra el cancer son de amplio
espectro, pudiendo afectar a células sanas ademas de las células tumorales. Por lo tanto,
una de las vias de actuacién que se intenta seguir a la hora de buscar nuevos tratamientos
es la obtencion de estrategias mas especificas, dirigidas a las células tumorales. En este
sentido, como ya se ha mencionado en el apartado anterior, las nanoparticulas son muy
prometedoras ya que permiten la funcionalizacion con multitud de ligandos que en
principio permitirian un direccionamiento mas especifico y eficiente, que contribuiria a
reducir significativamente los efectos negativos secundarios.

- Liberacion controlada de farmacos. Aprovecha la capacidad de las nanoparticulas
de transportar farmacos y simultdneamente ser dirigidas a una diana concreta. Este
direccionamiento puede llevarse a cabo segin se comenta en el apartado anterior, o bien
mediante la aplicacion de campos magnéticos externos. Una vez alcanzada la diana, la
liberacion del farmaco puede realizarse mediante un cambio de pH del medio o mediante
un cambio en la temperatura, por ejemplo.

- Hipertermia. Esta técnica permite aprovechar la capacidad magnética de las
nanoparticulas y el efecto que produce la aplicacion de un campo magnético sobre las
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mismas. En este caso se pretende utilizar la energia generada por las oscilaciones
producidas en las particulas en dicho campo con el fin de transformarla en energia
calorifica. Esta energia permitira aumentar la temperatura en la regién de interés

produciendo una apoptosis de las células tumorales.>’

MRI

La imagen por resonancia magnética (MRI) es una técnica no invasiva que permite obtener
iméagenes de los 6rganos internos de un cuerpo a partir de sefial de *H del agua de los
tejidos. Algunas de las ventajas que presenta la MRI frente a otras técnicas de imagen in
Vvivo son su naturaleza no ionizante, su excelente calidad de imagen y su gran versatilidad,

que permite obtener tanto informacion morfoldgica como funcional 161719

La MRI se basa en la interaccién entre un campo magnético y los momentos magnéticos de
los atomos de la muestra. Dichos momentos atémicos, como se describi6 en el apartado de
magnetismo, se encuentran orientados aleatoriamente en todas direcciones en ausencia de
un campo magnético externo, lo que hace que el momento magnético global sea nulo. Sin
embargo, en presencia de un campo magnético, los espines de los atomos de la muestra se
reordenan a lo largo de la direccién del campo magnético incidente (por convencién se
considera que es el eje z en las coordenadas espaciales), generando asi una magnetizacion

neta a lo largo de esta direccién.

Para poder cuantificar dicha magnetizacion es necesaria la aplicacion de un pulso de
radiofrecuencia para llevar la magnetizacion del eje z al plano x-y. Después del pulso de
radiofrecuencia, la magnetizacién vuelve al equilibrio siguiendo el proceso de relajacion
magnética. Esta se divide en dos tipos, relajacion longitudinal, también denominada
relajacion espin-red o relajacion Ty, que describe el proceso de recuperacién de la
magnetizacion a lo largo del eje z, determinado por la transferencia de energia al entorno; y
por otro lado estd la relajacion transversal o relajacion T,, también conocida como
relajacion espin-espin, que viene determinada, ademas de por la transferencia de energia,

por la pérdida de coherencia de los espines al interaccionar entre si.

Ambos tiempos de relajacion, T1 y T, son caracteristicos de cada tejido o muestra, y la
MRI saca partido de las diferencias en estos tiempos de relajacion entre tejidos adyacentes
para generar contraste. Este tipo de contraste corresponde al contraste intrinseco, ya que se
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basa exclusivamente en las propiedades magnéticas del agua de los tejidos. Pero ademas,
estas diferencias intrinsecas en los tiempos de relajacion pueden aumentarse mediante el
uso de agentes de contraste, generando asi un contraste afiadido, contraste extrinseco, que

ayuda a mejorar el diagnostico.*®
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Objetivos.

El objetivo que se plante0 para la realizacion de este trabajo fin de master fue el de obtener
particulas bimetalicas que sean capaces de mostrar gran potencial magnético, con el fin de
ser empleadas como agentes de contraste para MRI. Para alcanzar este objetivo se

plantearon varios objetivos secundarios:

- Sintesis, funcionalizacion y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas con
diferente composicion elemental y estructural. Para facilitar su comparacion, el rango de

tamarfio se establecid en 9-10 nandmetros.

- Evaluacién del potencial de las nanoparticulas como agente de contraste mediante

la medida de las ralajatividadesa 1.5 Ty 9.4 T.

- Estudios de citotoxicidad en cultivos de células C6 (glioma de rata).

- Estudios de farmaconcinéticas y biodistribucion de las nanoparticulas in vivo en

ratones mediante técnicas de MRI semicuantitativas y cuantitativas.
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Materiales y metodologia.

Los reactivos empleados durante el transcurso de la fase experimental fueron obtenidos de
distintas casas comerciales (Sigma-Aldrich®, Acros Organics®, Fisher Scientific® y Alfa-
Aesar®). Estos se emplearon tal y como vienen de féabrica, sin realizarles ningun
tratamiento especifico.

Se emplearon como reactivos de sintesis: hierro (111) acetilacetonato, cobalto (l11)
acetilacetonato, manganeso (Il) acetilacetonato, cinc (Il) acetilacetonato, acido oleico,
oleilamina, poli-etilenglicol de 3kDa, acido galico, 4-dimetilaminopiridina (DMAP),
diciclohexil  carbodiimida (DCC), trietilamina y 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio de bromuro (MTT).

Los disolventes que se emplearon fueron agua ultrapura milliQ, dimetil-éter, 1,2
hexanodecandiol, acetona, etanol, tolueno, cloroformo, tetrahidrofurano (THF),
diclorometano (DCM), tampon fosfato salino (PBS) y dimetil sulfoxido (DMSO).

El medio de cultivo empleado, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), se
enriquecié con suero bovino fetal al 10% y se le adicionaron los antibidticos
estreptomicina y penicilina en proporcion 1:1 al 1%

La linea celular utilizada fue C6 (célula tumoral de glioma de rata) cedida gentilmente por
la Dra. Pilar Lopez Larrubia (1IBM, Madrid).

Sintesis y funcionalizacidén de nanoparticulas.

Durante la realizacién de este trabajo se sintetizaron 15 particulas distintas, de ellas se
seleccionaron 5, por tener una distribucion de tamafio similar, lo que permite comparar sus
propiedades eliminando esta variable, siendo tres de ellas de conformacién core-shell. El
protocolo empleado para la sintesis de las particulas fue el descrito por Shouheng Sun, et
al.?°

Se empleo la descomposicidn térmica para la sintesis de las nanoparticulas. En este caso se
usaron como precursores de la sintesis los compuestos acetilacetonados de los metales que
se querian en la estructura quimica en la particula. Tras la sintesis se obtuvieron unas
nanoparticulas suspendidas en disolventes organicos, pero no en condiciones fisiologicas,
condicion indispensable para que se puedan emplear en estudios in vivo. Para subsanar este

problema se les realizé a las particulas un proceso de intercambio de ligando, empleando el
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ligando PEG-Gallol como medio de funcionalizacién. La adicion de este ligando produjo

una mejora en la solubilidad de las nanoparticulas en disolventes acuosos.

Sintesis de nanoparticulas aCZ.

Para la sintesis de la nanoparticulas se prepararon inicialmente dos soluciones distintas. La
primera contenia 0.8 mmol de CoOgcetil acetonado) (205 Mg), 0.2 mmol de ZNgacetil acetonado)
(52.58 mg) en 20 ml de fenil éter, junto a 2.58 gramos (10 mmol) de 1,2 hexanodecandiol,
5 ml de &cido oleico y otros 5 ml de oleilamina. Todo ello se llevé a 140°C en una
atmosfera inerte de No.

Por otro lado se diluyeron 0.706 gramos de Fe(acetil acetonado) €N 10 ml de fenil éter.

Tras alcanzar los 140°C se vertid la segunda en forma de goteo y se llevo a 268°C en
atmosfera de N2 y aplicando un reflujo en la columna. Permanecié a esa temperatura
durante 60 minutos y, posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente.

Tras la sintesis, fue necesario eliminar los reactivos sobrantes. Para este proceso, se
adicion0 etanol a la suspension de nanoparticulas para provocar su precipitacion, a
continuacién, se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 minutos. Tras la centrifugacién se
elimind el sobrenadante y se resuspendieron las particulas en tolueno y se volvio a llevar a

centrifugacion. El lavado con tolueno se realizé 3 veces.

Sintesis de nanoparticulas aC

Para la sintesis de particulas de ferrita de cobalto se empled el mismo procedimiento del
caso anterior, inicamente modificando la composicion de las disoluciones precursoras La
primera, contuvo 1 mmol de Co (acetil acetonado) (0.257 gramos), en 20 ml de fenil éter,
junto a 2.58 gramos (10 mmol) de 1,2 hexanodecandiol, 5 ml de &cido oleico y otros 5 ml
de oleilamina. La segunda solucién fue igual a la que se empled para hacer las particulas
de ferrita de cobalto y cinc, una disolucion que contuvo 2 mmol de Fe (acetilacetonado) en
10 ml de fenil éter.

Siguiendo el procedimiento descrito, se llevo la primera solucion a 140°C y se afadio la
segunda en forma de goteo para homogenizar la adicién. Tras la adicion, se llevo a 268°C
en atmdsfera inerte de nitrogeno y bajo una corriente de reflujo en la columna de

destilacion. Tras 60 minutos se dejo enfriar hasta temperatura ambiente.
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El proceso de lavado y centrifugacion realizado fue similar al usado para las nanoparticulas

anteriormente descritas.

Sintesis de nanoparticulas cCZsM.

Esta sintesis se realizé en dos etapas. La primera etapa consistio en la elaboraciéon de un
“core” o nucleo, metalico de una ferrita de cobalto y cinc, similar a la particula aCZ, y un
“shell” o recubrimiento, conformado por ferrita de manganeso. Para la sintesis del “core”
se volvieron a preparar dos disoluciones. La primera compuesta por 0.6 mmol de Co (acetil
acetonado) (0.257 gramos), 0.4 mmol de Zn (acetilacetonado), en 20 ml de fenil éter, junto
a 2.58 gramos (10 mmol) de 1,2 hexanodecandiol, 5 ml de acido oleico y otros 5 ml de
oleilamina. Para la segunda se volvié a usar el mismo tipo de disolucién que para el caso
anterior, es decir, se introdujeron en 10 ml de fenil éter y 2 milimoles de Fe acetil
acetonado.

Al igual que en los casos anteriores se llevo a 140°C la primera disolucion, en atmdésfera de
N2 y se afiadio la segunda mediante goteo. Posteriormente se llevd a 268°C y se dejo
durante 30 minutos estable a esa temperatura. Tras esto Gltimo, se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

El proceso de lavado del “core” y centrifugacion fue similar al usado para las
nanoparticulas anteriormente descritas. Tras el lavado se secé el disolvente con el

rotavapor con el objetivo de obtener el compuesto solido.

En la segunda etapa se preparo el “shell” de ferrita manganeso. En esta etapa se empleo el
mismo procedimiento que para la obtencion del “core”, con la Gnica diferencia del empleo
de las particulas obtenidas en lugar de uno de los precursores acetilacetonados.

Se prepararon dos disoluciones, la primera contuvo 50 mg de las nanoparticulas
sintetizadas en el paso anterior, junto con 372 mg de Mg(acetil acetonado), junto con el resto de
reactivos empleados en las sintesis anteriores. La segunda, correspondiente a la disolucion
de particulas de Fe(acetil acetonado) €N fenil éter, fue igual a que la se prepard en el apartado
anterior.

De forma similar a lo descrito en los otros procedimientos de sintesis, se llevo la primera
disolucién a los 140°C y se adiciond por goteo la disolucién de hierro. Posteriormente se

llevd a 268°C en atmosfera inerte y se dejo estable durante 60 minutos. Por Gltimo, se dejo
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enfriar a temperatura ambiente y, mediante centrifugacion, se lavd con tolueno siguiendo

un proceso similar al usado para las nanoparticulas anteriormente descritas.

Sintesis de nanoparticulas cCsZ.

La sintesis de las particulas de “core de ferrita de cobalto con un “shell”” de ferrita de cinc
fue similar a las descritas en los apartados anteriores. En este caso se empled como nucleo
particulas que han seguido el mismo protocolo de sintesis que las aC, con la diferencia de
que se mantuvieron a 268°C durante 30 minutos, en lugar de 60.

Para la sintesis de estas particulas se emplearon 50 mg de particulas precursoras y se
introdujeron en la disolucion de 20 ml de fenil éter, 5 ml de oleilamina, 5 ml de acido
oleico, junto con 10 mmoles de 1,2 hexanodecandiol y 1 mmol de Zn (acetil acetonado).
Esta disolucion se llevo a 140°C en atmdsfera de nitrogeno y se afiadid por goteo una
disolucion compuesta por 2 mmol de Fe (acetil acetonado) en 10 ml de fenil éter. Al igual
que en casos anteriores se llevo a 268°C durante 60 minutos y se dejo enfriar a posteriori a
temperatura ambiente.

El proceso de lavado y centrifugacion es similar al usado para las nanoparticulas

anteriormente descritas.

Sintesis de nanoparticulas cMZsC.

Esta ultima sintesis presenta un protocolo similar a las cCZsM. En primer lugar, se
sintetiz6 el “core” de ferrita de manganeso y cinc y, en una segunda etapa reaccion6 con
los compuestos acetilacetonados para formar el “shell” de ferrita de cobalto.

Para la primera sintesis se prepararon dos disoluciones, siendo la primera de 0.6 mmol de
Mn (acetilacetonado), 0.4 mmol de Zn (acetilacetonado), manteniendo las concentraciones
de los demas reactivos igual que en los casos anteriores y una segunda que volvié a estar
compuesta por 2 mmol de Fe (acetilacetonado) en 10 ml de fenil éter.

Al igual que en las sintesis anteriores se llevo a 140°C en atmosfera inerte, se adiciono la
segunda por goteo y se elevo la temperatura hasta los 268°C donde se dej6 estable durante
60 minutos. Tras dejar enfriar a temperatura ambiente se retird el disolvente con
centrifugacion y se secd el resto de las particulas.

Durante la sintesis del “shell”, se siguié un planteamiento similar que para la sintesis de las

particulas cCZsM, solo que se empleo cobalto en lugar de manganeso. Al igual que para el
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resto de las sintesis, tras la sintesis de las particulas se realiz6 una serie de lavados con

tolueno.

Sintesis del ligando PEG-Gallol de 3 KDa.

La sintesis del ligando siguio el protocolo propuesto por Pernia-Leal, et al.?* En un matraz
de tres bocas se afiadieron, 8,824 g (2,94 mmol) de polietilen glicol (PEG) de 3kDa, 0,5 g
de acido galico (2,94 mmol) y 71,836 mg (0,588 mmol) de 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como precursores, se disolvieron en 200 ml de tetrahidrofurano anhidro (THF) en
una atmdsfera de N2. En un bafio de hielo se afiadid, gota a gota y en agitacion constante,
para mantener la homogeneidad del medio, una segunda solucion compuesta por 3,03 ¢
(14,7 mmol) de N,N’-dicilohexilcarbodiimida (DCC) disueltos en 50 ml de THF. A
continuacidn, se colocé un globo de nitrégeno para mantener la atmosfera inerte y se dejé
en el bafo toda la noche.

Como subproducto de reaccion se va a producir urea que debera ser eliminada mediante
una filtracion de la solucion producto. Para finalizar, mediante el uso del rotavapor se

elimind el tetrahidrofurano.

Intercambio de ligando.

La reaccion del intercambio de ligando se realizO en tres pasos. En primer lugar, se
introdujeron en un embudo de decantacion 5 ml de tolueno, 1 ml de la solucion de
nanoparticulas, 0.5 ml del ligando PEG-Gallol en cloroformo al 0.1 M y 100 ul de
trietilamina. Se agitd con el fin de homogeneizar la suspension. Se adicioné H2O y acetona
en proporciones 1:2. El objetivo de dicha adicion consistio en cambiar a fase acuosa las
nanoparticulas mediante la ayuda de la acetona, pues va a permitir la precipitacion de las
nanoparticulas. En el embudo de decantacion se observo la formacion de dos fases, una
organica formada por tolueno y ligando sin reaccionar y, una acuosa al fondo del embudo
de decantacion que contendra las particulas con el ligando PEG-Gallol. EI proceso de
adicion de agua y acetona se repitio hasta que se pudieron distinguir las dos fases de forma
correcta y se pudo observar que en la fase superior, la que contiene el tolueno, quedd lo
mas transparente posible, indicando que apenas contenia nanoparticulas. A continuacion,

se recogio la fase acuosa y se elimind gran parte del agua, la acetona y las trazas de tolueno
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que pudiera contener, mediante el rotavapor. Debe evitarse que se evapore toda el agua,
pues podria producirse aglomeracion de particulas.

Para finalizar, se realizo la purificacion de las particulas mediante centrifugacion a 5000
rpm durante 30 minutos en filtros PALL® de tamafio de poro de 100 kDa. El objetivo de
esta etapa fue eliminar el exceso de ligando que no ha reaccionado, y que podria ser tdxico,
mediante la adicidn de agua para lavar dicho exceso. Este proceso de filtrado, por tanto, se

repitié hasta que todo el filtrado quedo transparente.

Para finalizar, se resuspendieron las particulas que quedaron en el filtro en agua.

Caracterizacion de nanoparticulas.

Tras la sintesis y la funcionalizacion de las particulas se realizO un proceso de
caracterizacion fisico-quimica de las mismas para seleccionar la nanoparticula 6ptimas

para estudios in vivo.

Microscopia electrénica de Transmision (TEM)

Las muestras se llevaron a la unidad de microscopia de Bionand, donde se obtuvieron
iméagenes mediante el microscopio Tecnai G2 20 TWIN (FEI ®) operando a un voltaje de
aceleracion de 100 kV. La preparacion de las muestras se realiz6 afiadiendo una gota de la
disolucién de la nanoparticula sintetizada sobre una rejilla de cobre revestida de carbono y

se dejo a evaporar el disolvente, agua, durante la noche.

Dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering: DLS)

Mediante el uso del Zetasizer Nano ZS90 (Malvern®), se midieron los valores del tamafio
hidrodinamico de las nanoparticulas y su potencial-Z. El objetivo de esta prueba es conocer
las condiciones hidrodindmicas de las particulas cuando se vayan a introducir en un ser

Vivo.
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Las medidas del tamafio hidrodindmico se realizaron mediante el uso de cubetas de
plastico ZEN 0118 y las correspondientes medidas de potencial-Z se realizaron en cubetas

DTS1070 de pléastico con electrodos acoplados.

En ambas mediciones las particulas fueron resuspendidas en PBS con el objetivo de
conocer las condiciones de las particulas en medios aptos para el estudio in vitro.

Plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled Plasma: ICP).

La concentracion de elementos metalicos se analizé por espectroscopia de masas de alta
resolucion de plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled Plasma High
Resolution Mass Spectroscopy: ICP-HRMS) mediante Element XR (Thermo Fisher®), a
través de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de

Méalaga.

Espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier (Fourier transform

infrared spectroscopy: FTIR).

Las medidas de espectroscopia de infrarrojos se llevaron a cabo en el rango de la radiacién
infrarroja cercana-media, concretamente desde 700 a 3500 nm de longitud de onda,
mediante FTIR-4100 (Jasco®) en las instalaciones de Bionand. El objetivo era conocer si
el intercambio de ligando ha sido satisfactorio, comparando los espectros de las particulas
tras el intercambio de ligando, con el espectro del ligando sintetizado.

Para el analisis de infrarrojos se requirio el secado de la muestra.

Relajatividad in vitro.

La relajatividad transversal in vitro (r2). se calcul6 a dos campos magnéticos diferentes, 1,5
T (Bruker Minispec) y 9,4 T (Bruker Biospec), utilizando diferentes concentraciones de
nanoparticulas, entre 1 y 0.1 mM, en condiciones fisiolégicas, a 310 K. El T, se determind
usando la secuencia Carl-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). El r, en campo alto (9,4 T) se
midid en un sistema Bruker Biospec MRI equipado con gradientes de campo de 400 mT m”

Ly un resonador de deteccion en cuadratura de 40 mm de didmetro a 298 K. Los valores T2
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se determinaron utilizando una secuencia CPMG de 64 ecos (valores TE de 7,5 ms a 640
ms). Se dibujaron regiones de interés (ROI) sobre la primera imagen de la secuencia de
imagenes, se extrajeron los valores medios de intensidad dentro de dichos ROIs y se

ajustaron a las siguientes ecuaciones:

M, (t) = M,(1-e™™)
M XY (t) =M oeiTE/T2

Donde Mz y Mxy son las intensidades de la sefial a tiempo TR o TE, y Mo es la intensidad

de la sefial en el equilibrio.

Ensayo de citotoxicidad in vitro.

Se realizé un ensayo de citotoxicidad in vitro en lineas celulares C6, de glioma de rata,

mediante los siguientes ensayos:

Ensayo de MTT

El ensayo de citotoxicidad de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio de bromuro
(MTT) permite medir la actividad metabdlica celular mediante un método colorimétrico
basado en la capacidad de las células vivas de reducir el reactivo MTT a cristales

insolubles de formazan, que presentan un color violeta.

La linea celular C6 fue sembrada en una placa de 96 pocillos con una densidad de 10*
células por pocillo en 200 ul de medio de cultivo por pocillo, y se incubaron a 37°C con
5% de CO:2 en la atmdsfera. Transcurridas 24 horas se retiré el medio de cultivo y se
afiadio medio nuevo con concentraciones crecientes de nanoparticula (0,1 pg/ml, 1 pg/ml,
10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml). Se incubaron las células 24 horas en condiciones
similares a las descritas anteriormente, y pasado este tiempo, se afiadié el MTT a una
concentracion de 0,5 mg/ml en una suspension constituida por medio fresco de cultivo
(95%) y PBS (5%). Se incubd a las mismas condiciones durante 2 horas y luego se elimind
el medio. Los cristales violetas de formazan fueron disueltos con 200 pl de
dimetilsulfoxido (DMSO). La absorbancia fue medida a 550 nm a través del lector de placa

25

Universidad Internacional de Andalucia, 2018



Dynatech MR 7000 de la marca Biochrom®. Como control negativo se usaron células sin
ningun tipo de tratamiento, y como control positivo se us6 20 pl de Triton X-100 al 10%.

Ensayos in vivo mediante MRI.

Para los ensayos in vivo de las nanoparticulas se utilizaron ratones macho de la cepa balb/c.
Todos los experimentos de MRI se llevaron a cabo en un equipo Bruker Biospec
94/20USR, equipado con gradientes de 400 mT/m y un resonador de deteccion en
cuadratura disefiado para imagen de cuerpo de ratdn. Este estudio fue realizado bajo los
protocoles éticos de experimentacion animal del gobierno de Andalucia, de acuerdo con lo
establecido en el Real Decreto 53/2013, de 8 de febrero de 2013. El objetivo del ensayo fue
observar la farmacocinética de las particulas a tiempo corto y largo. Para ello se tomaron
imagenes a las 0, 1, 24 horas y a una semana después de la inyeccion de las particulas
cMZsC.

Las particulas fueron inyectadas intravenosamente a través de la vena de la cola del raton,
que fue canulada antes de posicionar al animal en el equipo de MRI. El animal anestesiado
se colocd al en la cama especifica para ratones del equipo de MRI. La respiracion y la
temperatura del animal se monitorizaron a través del equipo Small Animal Monitoring and
Gating Systems, acoplado al software PC-SAM 32 v8.02. Durante todo el experimento la
temperatura se mantuvo entre 36 y 37.5°C.

Una vez realizada la calibracion del equipo de MRI, se obtuvieron imégenes coronales
ponderadas en T»> y mapas de T», que se utilizaron como referencia a tiempo O.
Posteriormente se inici6 el protocolo de obtencion de imagenes para la farmacocinética a
tiempo corto. En dicho protocolo se tomd una serie de imégenes, una cada 25 segundos,
que permiti6 medir las cinéticas de entrada de las nanopaticulas a diversos érganos,
fundamentalmente higado y rifion. La concentracién de particulas inyectadas fue de 150
Kg en 100 ul de PSB, aproximadamente 5 mg por kilogramo de animal.

Para finalizar se realiz6 un mapa de relajatividad T> y una segunda imagen coronal del
abdomen, tras una hora de la inyeccion.

Las cinéticas a largo plazo se siguieron mediante imagen cuantitativa, es decir, mediante la
determinacion de los valores de T de los distintos tejidos con mapas de T in vivo.

Para la obtencion de imagenes T de alta resolucién se usé un turbo-RARE con control de

movimiento respiratorio (TE = 16 ms, TR= 1000ms, 4 medias, 156 pm de resolucién en
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plano y 1 nm de grosor de corte). Las medidas cuantitativas de T fueron realizadas usando
una secuencia eco de espin multi-eco (TEs desde 7 ms a 448 ms, TR = 3500 ms, FOV =
4cm, tamafio de matriz = 192 x 192, grosor de corte = 1 nm). Los cinéticas a tiempos
cortos se siguieron usando una secuencia dindmica turbo-RARE con los mismos
pardmetros indicados antes, pero con solo 1 “scan” por imagen y menor resolucion
(128x128) para mejorar la resolucion temporal (1 imagen cada 30 segundos). El esquema
de adquisicion fue el siguiente: imagen ponderada en T, T cuantitativa, inyeccion
intravenosa de las nanoparticulas, cinética de 1 hora, T» cuantitativa y ponderada en T. Al
cabo de 1 hora, las cinéticas fueron analizados de manera semi-cuantitativa usando la
siguiente expresion:

I — 1o

RE = —
Iy

><100‘

donde RE es el modulo del aumentorelativo de sefial, I; es la intensidad de sefial a tiempo t
tras la inyeccion de las nanoparticulas, e lo es la intensidad de la sefal antes de la
inyeccion.

Las cinéticas a largo plazo se midieron utilizando los mapas de T. cuantitativos a
diferentes tiempos. Todos los calculos de cinéticas, a tiempo corto y largo, se hicieron a
partir de los valores promedio dentro de regiones de interés (ROIs) trazadas sobre higado,

riidn, bazo y masculo.

Histologia higado, rifion y bazo.

La tincion de los 6rganos se llevo a cabo por técnicas estandarizadas y ampliamente usadas
en investigacion y clinica.

En primer lugar, el animal fue anestesiado con Isofluorano 5% inhalado. Una vez dormido
el animal, se le extrajo toda la sangre para determinacion de la concentracion de
nanoparticulas en plasma sanguineo por relajatividad magnética. Después de sacrificar al
animal, el higado, bazo y los rifiones fueron extraidos y fijados en paraformaldehido 4%
durante 48 horas. Posteriormente, se incluyo el tejido fijado en parafina, se cortdé con un
grosor de 8 um de grosor, y se realizo la tincion de cortes adyacentes con azul de Prusia y

hematoxilina-eosina.
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Resultados y discusion.

Sintesis de particulas bimetalicas.

Como se mencion0 en el apartado de metodologia, se realizd la sintesis de 15
nanoparticulas por descomposicion térmica. Todas las particulas sintetizadas fueron
bimetalicas y su seleccion para los experimentos posteriores se realiz6 en base a criterios
de tamario, evitando esta variable en los resultados obtenidos. Se seleccionaron aquellas
que tuviesen un tamafio medio en torno a 9 nm siendo el objetivo comparar distintos
materiales y conformaciones de particulas. En la Tabla 1 se han recogido las caracteristicas
de las 5 particulas seleccionadas. El tamafio que se recoge en la tabla corresponde al

obtenido por microscopia electrénica de transmision.

Tabla 1: Listado de nanoparticulas sintetizadas.

Férmula Tamaiio (nm) Conformacion
aCZ C00.8ZNno.2Fe204 9.1+0.6 Alloy
aC CoFe,04 9.2+0.9 Alloy
cCZsM C00.6ZN0.4Fe.04/MnFe;04 8.5+0.7 Core-Shell
cCsZ CoFe;04/ZnFe;04 109+1.1 Core-Shell
cMZsC Mng.6Zno.aFe204/CoFe;0, 9.1+0.6 Core-Shell

Durante la realizacion del trabajo se analizaron las propiedades y aplicabilidad de tres
nanoparticulas tipo core-shell y dos tipo “alloy”. Aproximadamente todas las particulas
rondaron los 9 nm, exceptuando cCsZ que presenta casi 2 nm superior a la media, pero se
acepto por tener conformacion core-shell.

El objetivo de dicha seleccién es la comparacion de las distintas nanoparticulas que
presentan distinta composicién y/o conformacion en funcion del mismo tamafio de
particula, una de las propiedades que mas influyen en la variacion de las caracteristicas y

comportamiento in vivo de las nanoparticulas.
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Caracterizacion.
FTIR

Se obtuvieron espectros infrarrojos para cada una de las particulas y del ligando sintetizado
con el fin de conocer si el ligando se habia fijado de forma correcta en las particulas. En la
figura 4 se recogen los espectros de las particulas tras el intercambio de ligando y la del
ligando PEG-Gallol.

Observando el espectro del ligando se detectan varias regiones de interés. La primera de
ellas corresponde al pico localizado a 1100 cm™, correspondiente al enlace C-O tipo éter
del polieteilenglicol. En todos los espectros se observa que esta sefial aparece en mayor o
menor medida, representando la presencia del PEG en las nanoparticulas. Por otro lado, se
reconoce una region entre 3000 y 2700 cm™ que corresponden al enlace C-H del grupo
funcional alquilo. La ultima regién que se puede analizar son la serie de sefiales que se
recogen entre la region de los 1400 y los 1200 cm™, que puede implicar la presencia del

anillo aromatico del acido galico.

aCz aC cCZsM cCsZ cMZsC

Ligandog

Transmitancia

N

2700 2200 1700 1200 700
Numero de onda (cm-1)

Figura 4: Composicion de los valores obtenidos del FTIR de las particulas funcionalizadas

con el ligando, para su comparacion.
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El objetivo de este analisis fue conocer si el ligando se ha fijado correctamente o0 no a la
superficie de las nanoparticulas. La presencia de varias regiones que presentan similitud a
los enlaces tipo éter, los correspondientes del &cido galico y a los de las cadenas radicales
del polietilenglicol, dan una idea cualitativa de que el ligando se ha fijado en todos los
tipos de particulas de una forma eficiente. Si bien se aprecia una diferencia en la intensidad
de la sefial entre las distintas particulas, la técnica FTIR no es una técnica cuantitativa,
ademas de que por motivos logisticos, la cantidad de nanoparticula medida en cada caso no

pudo ser la misma.

Tamario de las nanoparticulas.

Se analiz6 el tamafio de las nanoparticulas por microscopia electrénica de transmision vy el
tamafio hidrodindmico mediante DLS. EI tamafio del nlcleo metélico es importante para
las propiedades magnéticas, mientras que el tamafio hidrodindmico es importante para su
uso en aplicaciones bioldgicas. Como se puede apreciar en las imagenes de microscopia,
las particulas se encuentran bastante dispersas, sin agregados, gracias a la gran estabilidad
que presentan. Se observa una homogeneidad elevada tanto en la forma como en el tamafio
de las mismas. Esto se hace evidente en la grafica de distribucion de tamafios, dando una

desviacién tipica de tamafios en torno al 10% del valor medio, y a la forma esferoide de

todas ellas.
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Figura 5: Imagenes de microscopia electronica de transmisién (izquierda), distribucion de
tamafio de particulas (centro), distribucion de tamafio hidrodinamico (derecha), de las
particulas aCZ, aC, cCZsM, cCsZ y cMZsC
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En la figura 6 se recoge como ha variado el didmetro hidrodindmico a lo largo de una

semana, con el fin de conocer si las particulas tienen a aglomerarse con el paso el tiempo.
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Figura 6: Variacion del valor del diametro hidrodinamico de las nanoparticulas a lo largo

del tiempo.

Como se puede observar, las medidas a la semana son aproximadamente similares a las
que se obtuvieron inicialmente, con ligeras fluctuaciones durante las medidas intermedias a
las 24 y 48 horas. El motivo de estas fluctuaciones es el error intrinseco en la medida del

equipamiento.

De acuerdo con los resultados mostrados, las particulas muestran un tamafio de particula
superior a 50 nm. Este tamafio es en principio adecuado para aplicaciones in vivo de este
estudio, teniendo en cuenta, que como se dice en la introduccion, las nanoparticulas por
debajo de 10 nm son rapidamente excretadas por la filtracién glomerular de los rifiones y
que las particulas por encima de 100 nm son rapidamente retiradas del torrente sanguineo
por el SFM. De hecho hay trabajos que muestran que que las nanoparticulas con tamarios
superiores a 50 nm son retiradas rapidamente del torrente sanguineo por el SFM, de tal
forma que el tamafio idéneo para aplicaciones biomédicas en experimentos in vivo se

situraria entre 15 y 50 nm.??

Potencial-Z

El objetivo de medir el potencial Z es conocer la carga neta de las nanoparticulas tras

realizar el intercambio de ligando. En la tabla (3) se recogen los valores de la carga neta de
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las distintas muestras en PBS y se observa que, exceptuando las nanoparticulas cCsZ, todas
presentan unos valores de potencial ligeramente negativos en condiciones fisiologicas. A
pesar de estos valores proximos a 0, las nanoparticulas no tienen tendencia a agregar
debido a impedimento estérico por el ligando que se encuentra anclado fuertemente a la

superficie de la nanoparticula.

Tabla 3: Valores de potencial Z.

Nanoparticula Potencial Z
aCz -0.08 + 0.28
aC -0.10 £ 0.09
cCZsM -0.15+0.12
cCszZ 0.15+0.17
cMZsC -1.16 + 1.90

Relajatividad

El estudio de la relajatividad permite conocer las propiedades magnéticas de las
nanoparticulas, asi como de su capacidad para poder ser empleados como agentes de
diagndstico. Se analizaron los valores de la relajatividad lingitudinal, r1, y transversal, r2, a
15y a 94 T con el fin de valorar el efecto de las composicion de las diferentes

nanaoparticulas y su comportamiento a campos clinico y preclinico.

Los resultados obtenidos a partir de estas medidas de relajatividad sugieren que hay varias
particulas con potencial para ser empleados como agentes de contraste, siendo las aC y las
cMZsC, las que presentan mayores valores de r2 , con valores por encima de 200 s'mM™ a
1.5 T y de 300 s'mM* a alto campo. Los valores de r; fueron muy bajos en todos los

casos, es decir, estas nanoparticulas son todas potenciales agentes de contraste para To.
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Figura 7: Valores de relajatividad a a) campo bajo (1.5 T) y b) campo alto (9.4 T)

Tabla 4: Valores de relajatividad a campo bajo y alto.

Nanoparticula | Relajatividad (r2) a1.5T | Relajatividad (r2)a94 T
aCz 169.3 156.77

aC 289.69 401.61

cCZsM 42.76 36.29

cCsZ 244.07 199.28

cMZsC 202.28 303.92

Las imagenes ponderas en T2 de la figura 8 muestran la diferencia de contraste obtenida
para la misma concentracion de las distintas nanoparticulas. En estas iméagenes se puede
apreciar que las particulas aC, cCsZ y cMZsC son las que ofrecen mejor contraste, lo que

esta de acuerdo con las relajatividades medidas.
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Figura 8: Iméagenes phantom de las nanoparticulas aCZ, aC, cCZsM, cCsZ y cMZsC.

Ensayo de citotoxicidad in vitro

En la figura 9 se encuentran representados los valores viabilidad celular a distintas

concentraciones de nanoparticulas en cultivos de células C6.
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Figura 9: Valores de viabilidad celular de las células de la linea celular C6 de glioblastoma

de rata ante distintas concentraciones de las nanoparticulas de estudio.

Como puede observarse, hay particulas que muestran una citotoxicidad elevada, incluso en
concentraciones muy bajas (0.1 y 1 pg/ml). Este resultado podria explicarse por una
liberacion intracelular de iones que resultan toxicos. A 1 pg/ml se aprecia que Unicamente
dos nanoparticulas, las aCZ y las cMZsC, no presentan una diferencia significativa de
viabilidad debido a la concentracion de las nanoparticulas. Al aumentar la concentracion
de las mismas, Unicamente las cMZsC se mantienen por encima del umbral del 80% de

viabilidad celular hasta llegar a los 50 pug/ml donde el efecto se vuelve significativo.

Por tanto, para los estudios in vivo se optd por las nanoparticulas cMZsC debido a sus
propiedades magnéticas en T» y a que a concentraciones bajas, que serdn las utilizadas in

Vvivo, no presentan citotoxicidad.

Ensayos in vivo.

Como se menciond en el apartado anterior, las particulas seleccionadas para los estudios in
vivo fueron las cMZsC, debido a que son las que presentan mejor estabilidad en medios
bioldgicos, mayor relajatividad y menor citotoxicidad.

Como se puede observar en la Figura 10, una parte de las nanoparticulas es rapidamente
captadas por el higado (Fig. 10b), alcanzando una variacion relativa de sefial del 30%, que
se mantiene hasta el final del estudio dindmico de una hora. En los rifiones también se

observa una variacion importante de sefial, en torno al 20%, que es méxima a los 5 minutos
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y después va disminuyendo, a medida que las nanoparticulas van siendo eliminadas del
torrente sanguineo por el higado. Puesto que las nanoparticulas tienen tamafios por encima
del limite de exclusion glomerular, el oscurecimiento observado en los rifiones se debe al
paso de las nanoparticulas por los capilares sanguineos de los mismos, para volver después
al torrente sanguineo al no poder ser excretadas, es decir, la variacion de sefial observada
refleja la presencia de las nanoparticulas en el torrente sanguineo, segln esta descrito en
varios estudios.?*?* En el caso del misculo, como se esperaba, no se observa variacion

significativa de sefial, ya que las nanoparticulas no se extravasan y por tanto no se
acumulan en este tejido.
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Figura 10: Farmacocinética a tiempo corto de las nanoparticulas cMZsC en: a) Rifiones, b)
Higado, c) Control (Musculo)
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Tras analizar la farmacocinética de tiempo corto, procedimos a realizar experimentos de
farmacocinética de tiempo largo. De esta forma, analizando los mapas T» (Tabla 5), y
como puede verse también reflejado de manera cualitativa en las imagenes ponderadas de
T, de la Figura 11, se observa una disminucién maxima de T 1 hora después de la
administracion de las nanoparticulas, tanto en higado como en rifion. A las 24 horas se
observa una recuperacion parcial en rifion e higado, y al cabo de una semana es
practicamente total en los rifiones, indicando que no hay niveles significativos de
nanoparticulas circulantes, mientras que aun queda algo presente en el higado, que las ha
ido retirando del torrente sanguineo y donde permanecen hasta ser metabolizadas o
excretadas por via fecal. En el caso del musculo, y de acuerdo con los datos obtenidos en la

farmacocinética de tiempo corto, no se observa ningin cambio en el contraste.

Tabla 5: Variacién de los tiempos de relajacion, T2, a 0, 1, 24 horas y una semana de la
inyeccion de las nanoparticulas.
Tiempo (h) AT, rifidn (ms) AT, higado (ms) AT, masculo (ms)
0

0 0 0
1 -82+1.3 -98+11 -0.2+0.6
24 -3.0+11 -24+1.0 -09+04
168 -1.6+04 -44+04 -0.8+0.7

Kidneys

Figura 11: Imagenes de resonancia magnética de imagen (MRI) de higado (arriba) y rifion
(abajo) atiempo 0 y tras 1 hora, 24 horas y 1 semana de la inyeccion de las particulas.
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Posibles efectos secundarios: Control de peso e histologia de los dérganos

principales.

Una evaluacion de los efectos secundarios producidos por la administracion de
nanoparticulas puede realizarse mediante el seguimiento del incremento del peso corporal
del ratén. Un descenso significativo en el peso del raton nos indicaria que éste posee algun
tipo de malestar o un dafo interno, llegando incluso a usarse como criterio de eutanasia si

el animal pierde mas de un 20% del peso corporal durante un periodo prolongado.

De acuerdo con la figura 12 donde se compara el incremento relativo del peso de los
ratones empleados en los experimentos, con el peso de los ratones control se observan una
serie de diferencias. Hay que tener en cuenta que los animales sujetos a experimentacion
suelen tener una pérdida de peso, especialmente el primer dia debido al estrés que reciben
(anestesia, manipulacion...), y a partir de este punto lo normal es que lo recuperen si no ha
habido efectos toxicos y al cabo de una semana o menos alcancen el peso del grupo
control. Los ratones del estudio perdieron en torno a un 4% en las primeras 24 horas,
continuando con esta pérdida de peso hasta un 8% tras 48 horas de la administracién de las
nanoparticulas. Como puede observarse, la ganancia de peso es muy lenta y paulatina, no

recuperando su peso normal incluso a la semana.
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Figura 12: Variacion relativa del peso del raton control (azul) y sujeto (naranja)

Esto puede indicar que existe algin efecto toxico derivado de la administracion de las
nanoparticulas. Para verificar esta hipotesis y esclarecer esta perdida de peso, se realiz6 un

andlisis histologico del rifion y del higado. Para ello se utilizaron dos tinciones,
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hematoxilina-eoisna y azul de Prusia. La primera nos sirve para evaluar posibles dafios
celulares y la segunda para determinar la presencia de nanoparticulas en estos tejidos.

En las imagenes de rifion no se aprecian evidencias de dafio celular relacionado con la
inyeccion de las nanoparticulas, sin embargo si se aprecia un cierto deterioro de las células
hepaticas. En la imagen tomada de la tincion hematoxilina-eosina se observan dafios
similares a los que se pueden observar en un higado con hepatitis, con la aparicion de las

vacuolas citosolicas y pérdida de densidad celular.

Figura 13: Iméagenes de histologia de higado (izquierda) y rifion (derecha) sobre tincion
hematoxilina-eosina. Las imagenes superiores corresponden a 6rganos control, mientras

que las imagenes inferiores corresponden al raton del estudio.

Cabe destacar ademas, que en la tincion de “azul de Prusia”, figura 14, no se han
observado acumulacién de nanoparticulas tras 1 semana, lo que nos lleva a hipotetizar que
han sido metabolizadas y que como resultado de ello se han liberado elementos téxicos que
han afectado a los hepatocitos circundantes. El hierro probablemente se ha incorporado al

metabolismo normal del organismo (por ello no se observa en las imagenes de azul de
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Prusia) sin producir efectos nocivos, pero el resto de los metales podrian haber causado los
dafos tisulares observados.

Figura 14: Imagenes de histologia de a) Higado, b) Rifion, en la tincion Azul de Prusia.
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Conclusiones.

En este trabajo se han empleado nanoparticulas bimetélicas en distintas conformaciones,
sintetizadas mediante protocolo basado en el sistema de descomposicion térmica, para su
uso como agentes de contraste para diagnéstico. Para ello se han analizado distintos
parametros fisico-quimicos de las mismas, asi como las propiedades que presentan en

ambientes bioldgicos.

Se analizaron 5 nanoparticulas que presentan un tamafio similar, con el fin de descartar un
efecto en las propiedades en funcién del mismo. Esto dejaba la comparacion de las
nanoparticulas en funcién de la composicion quimica, asi como de su estructura. De

acuerdo con los resultados obtenido se pueden extraer una serie de conclusiones:

- Se ha conseguido realizar una sintesis que ha producido unas particulas de tamafio
similar, en torno a los 9-10 nm. El valor de las relajatividades en T, principalmente de las
particulas aC y cMZsC, indican que son potenciales agentes de contraste para MRI.

- Se ha realizado de formar correcta la sintesis organica del ligando PEG-Gallol y, de
acuerdo con la informacion obtenida del FTIR, se puede afirmar que el intercambio de
ligando se realiz6 correctamente, permitiendo la funcionalizacion de las nanoparticulas.

- El tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas, especialmente las aCZ, las cCsZ y
las cMZsC, las hace muy prometedoras en su uso en experimentos in-vivo.

- A partir de los datos de la prueba de citotoxicidad se descartaron todas las
nanoparticulas para su posterior uso exceptuando la cMZsC debido a que, aunque
presentaba una diferencia significativa entre los valores de viabilidad a altas
concentraciones, no se apreciaban efectos citotoxicos a las concentraciones utilizadas in
vivo.

- Se estudiaron las farmacocinéticas in vivo de las nanoparticulas cMZsC mediante
MRI y se demostré que permanecian en el torrente sanguineo una hora después de la
inyeccién y que al cabo de una semana habian sido eliminadas, segun se refleja en las
imagenes dindmicas y en los valores de T determinados por las imagenes cuantitativas.

- Un descenso en el peso del animal indico un posible dafio en el animal debido a la
administracion de las nanoparticulas. Los cortes histoldgicos del higado demostraron
dafos. Este dafio puede ser causado por la metabolizacidn de las nanoparticulas, liberando

algunos componentes toxicos.
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De acuerdo con los resultados del estudio, se han obtenido unas nanoparticulas “core-
shell” muy estables en medios bioldgicos por la funcionalizaciéon con un ligando hidréfilo,
con un tamafio hidrodindmico Optimo para su uso in vivo, ademas de unas propiedades
magnéticas muy buenas, con un r2 muy elevado y con una baja citotoxicidad in vitro.
Como agentes de contraste in vivo han demostrado ser muy eficientes, produciendo una
variacion muy importante de sefial con muy poca cantidad de nanoparticulas. Sin embargo,
presentan el inconveniente de haber producido una cierta toxicidad en el higado,
probablemente debido a la liberacion de elementos toxicos durante su metabolizacion, por
lo que para su uso in vivo es necesario llevar a cabo modificaciones en su estructura y/o

composicion, encaminadas a evitar dichos efectos adversos.
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