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1. Introduccion

La nanotecnologia es una rama multidisciplinar de la ciencia que abarca numerosos campos,
incluyendo biomedicina, farmacia, ingenieria agricola, ciencias ambientales, ciencia de
materiales, quimica, fisica, electronica y tecnologia de la informacién, entre otros. En
biomedicina, los materiales a escala nanométrica son de gran importancia debido a su tamafio,
estando en el mismo orden de magnitud que virus (20-450 nm), proteinas (5-50 nm) y genes (2
nm de ancho por 10-100 nm de largo). Los nanomateriales son suficientemente pequefios para
moverse por el interior del cuerpo sin alterar las funciones fisioldgicas y poder acceder a las zonas
que son inaccesibles para otros materiales. Las células pueden reaccionar en presencia de
nanomateriales y estas reacciones pueden inducir cambios en células, incluyendo el crecimiento
celular o la muerte.!

Uno de los nanomateriales mas estudiados para aplicaciones biomédicas son las nanoparticulas
magnéticas (MNPs): estructuras que consisten en un nucleo magnético encapsulado con un
recubrimiento orgénico o polimérico. Sin el recubrimiento, las MNPs tienen superficies con una
gran relacion superficie/volumen que tienden a la agregacion.* Las MNPs exhiben una variedad
de fendmenos magnéticos unicos y que son diferentes de aquellos de sus homologos ‘bulk’, por
ello estan generando un interés significativo, ya que sus propiedades pueden ser utilizadas en una
gran variedad de aplicaciones, que van desde dispositivos de memoria para el almacenamiento de
la informacién digital a sondas y vectores utilizados en biomedicina.*

El recubrimiento de la superficie de las MNPs proporciona abundantes sitios quimicamente
activos para la conjugacion con biomoléculas, permitiendo de esta manera el disefio preciso para
lograr las funciones que se les exija a los nanomateriales, como elevados tiempos de circulacion a
través del torrente sanguineo, acumulacion en un lugar especifico para reparar un tejido dafiado, y
la liberacion de farmacos de manera localizada y controlada. Sus propiedades magnéticas
capacitan a las MNPs para ser utilizadas en numerosas aplicaciones relacionadas con el
diagndstico y la terapia.”

Entre los muchos tipos de MNPs, las nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro
(SPIOs, por sus siglas en inglés), han sido investigadas intensamente para aplicaciones
biomédicas.>® Las SPIOs han sido investigadas como agentes de contraste® ’ para pruebas
diagndsticas de Imagen por Resonancia Magnética (MRI), biosensores® y terapia’ (Figura 1). Por
ejemplo, SPIOs (como Feridex®) son rapidamente absorbidos por el sistema reticulo-endotelial y
son eficazmente utilizadas para detectar lesiones tumorales en el higado. Por el contrario, las
nanoparticulas superparamagnéticas ultra-pequefias de 6xido de hierro (USPI1Os, por sus siglas en
inglés) que son méas pequefias que 50 nm pueden escapar a la fagocitosis y aumentar el tiempo de
circulacion por el organismo. De esta manera, son capaces de alcanzar los nodos linfaticos, los
sitios de inflamacion y los tumores.” Las aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas de 6xido
de hierro muestran nuevas posibilidades para el tratamiento del cancer. Por ejemplo, las
nanoparticulas magnéticas generan eficientemente calor cuando externamente se aplican campos
magnéticos alternos para inducir la muerte de las células cancerigenas, con un dafio minimo al
tejido sano circundante. Este tipo de terapia basada en la hipertermia ya ha sido aprobado en
Europa.’ Igualmente, las nanoparticulas magnéticas también se pueden utilizar para la liberacién
de farmacos guiados mediante fuerzas magneticas con una gran eficacia.
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Figura 1. Las nanoparticulas magnéticas son una plataforma para diagndstico y terapia. Agentes de
contraste para imagen, liberaciéon de farmacos de manera localizada y controlada, e hipertermia son
logrados gracias a las MNPs. Figura tomada de la Ref. [9].

Debido al hecho de que las MNPs pueden ser utilizadas tanto para diagnosticos como para
terapia, son considerados excelentes nano-sistemas con aplicaciones teragnésticas.>°

Se estd produciendo un gran desarrollo en biosensores basados en tecnologias con
nanoparticulas magnéticas. Son los llamados POCs,® diagnéstico en el punto de atencion (point-
of-care, en inglés). Comparado con otras metodologias, éstos permiten el analisis de muestras
“sucias”; es decir, sin purificacion o muy basica. Esto es posible, porque las muestras de tejidos
humanos tienen un magnetismo relativamente bajo respecto a otros materiales. Ya que las
medidas pueden ser directamente hechas en, virtualmente, cualquier fluido corporal o muestra
solida, se elimina la potencial pérdida de muestra y se acelera el analisis. Combinado con las
tecnologias de deteccidon genética, como la PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction), las
posibilidades analiticas son innumerables.?

Se cree que hay ciertos desarrollos futuros que podrian hacer que las tecnologias de deteccion
magnéticas fueran incluso mas potentes como son: deteccion temprana de enfermedades donde se
pueden salvar vidas y los tratamientos son asequibles, deteccion de otras enfermedades aparte de
cancer e infecciones, el uso en productos de la agricultura y el agua, aplicaciones donde la
separacion magnética y el analisis estén integrados en un Unico chip, y sensores multifuncionales
combinando magnetismo y otras modalidades. Seran las aplicaciones especificas las que guiaran
hacia la necesidad de nuevas caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas.®

Muchas aplicaciones biomédicas de las MNPs confian en el uso de nanoparticulas de 6xido de
hierro, por el simple hecho de que los organismos poseen los mecanismos metabolicos necesarios
para el almacenamiento de hierro, de una manera segura, para un su uso posterior.'* El éxido de
hierro puede existir en diferentes composiciones quimicas, como por ejemplo la magnetita
(Fes04) o maghemita (y- Fe,O3). Magnetita y maghemita son, con diferencia, los materiales méas
frecuentemente utilizados para aplicaciones biomédicas. También se estan investigando otros
6xidos de hierro como las ferritas, cuya formula general es MFe,O, (M = Mn, Zn, Co, Ni).*?

Las nanoparticulas magnéticas pueden ser sintetizadas mediantes métodos quimicos como la
coprecipitacion, descomposicién térmica, sol-gel y reacciones hidrotermales.® ** Estos métodos
permiten la sintesis de nanoparticulas de tamafios uniformes. La sintesis de particulas menores de
10 nm se consigue por precipitacion de sales de hierro en medio acuoso. El recubrimiento se
realiza durante o después de la sintesis. La sintesis de particulas de tamafios entre 10-30 nm se
consigue mediante descomposicion térmica de precursores organicos, permitiendo la produccion
de nanoparticulas en una amplio rango de tamafios dependiendo de los precursores, surfactantes y
disolventes. Particulas de tamafos superiores a los 30 nm se consiguen obtener mediante el



método clasico de coprecipitacion y controlando la proporcién de sales ferrosas y férricas con
hexadiamina. Este método permite obtener MNPs de tamafios que van desde los 9 a los 40 nm. La
nanoparticulas de tamafios alrededor de 40 nm son Utiles en hipertermia magnética y para la toma
de iméagenes tomograficas usando la respuesta no lineal de las MNPs. Se puede lograr un control
mas preciso del tamafio de particulas mediante la oxidacion de una sal de hierro (II) con un
oxidante suave como KNO; en una mezcla de agua/metanol. Mediante este método se han
conseguido obtener particulas de 25 a 300 nm.*?

Ademas del tamafo, las propiedades superficiales de las MNPs son esenciales para sus
aplicaciones. ®> Los recubrimientos de las MNPs con una capa de un material diferente es un
método interesante para modificar sus propiedades superficiales. Se utilizan varios grupos de
materiales para modificar las propiedades fisico-quimicas superficiales de las MNPs:

e Polimeros organicos, como dextrano, quitosano, polietilenglicol (PEG), polisorbato y
polianilina.

Surfactantes orgéanicos, como oleato sodico y dodecilamina.

Metales como el oro.

Materiales inorganicos como el silice y el carbono.

Moléculas bioactivas y estructuras como liposomas, péptidos y ligandos/receptores.

Las nanoparticulas encapsuladas con estos recubrimientos son méas ventajosas que las
nanoparticulas sin encapsular por su menor citotoxicidad, menor aglomeracion y agregacion,
mayor biocompatibilidad, mejor conjugacion con otras moléculas bioactivas, y un incremento en
la estabilidad térmica y quimica.”

Para aplicaciones in vivo, las MNPs necesitan poseer una magnetizacion de saturacion alta.’
Ademas, podrian ser necesarios otros requerimientos dependiendo de la aplicacion especifica. Por
ejemplo, el uso de nanoparticulas como agentes de contraste externos para MRI requiere
nanoparticulas con alta magnetizacion; pero con un tamafio de particula pequefio si es necesario
escapar del sistema fagocitico-mononuclear. Por lo tanto, las nanoparticulas superparamagnéticas
podrian ser la solucion. Para terapia por hipertermia, las nanoparticulas ferromagnéticas con una
gran érea encerrada en la curva de histéresis son las mas efectivas.® El potencial para la
manipulacion magnética puede que sea la caracteristica mas importante de las nanoparticulas
utilizadas en vectores utilizados en aplicaciones bioldgicas, como son la liberacion de farmacos.

La fuerza que puede ejercerse sobre las MNPs por un campo magnético externo esta dada por
la siguiente expresion:®

Fn=V(M;-V)B

donde E,, es la fuerza magnética experimentada por una particula, V es el volumen de la
particula y B la densidad de flujo magnético. Mediante el volumen, la fuerza depende del tamafio,
asi particulas mas grandes experimentan fuerzas mayores. Sin embargo, las MNPs deben ser lo
suficiente pequefias para permanecer dentro de un régimen superparamagnético (ver Apéndice 1)
y con estabilidad coloidal.

En ausencia de recubrimientos, las MNPs tienden a formar agregados.* Se pueden distinguir
dos tipos de interacciones interparticula: i) la aglomeracion debida a interacciones fisicas débiles
y reversibles, ii) y los procesos mas fuertes que dan lugar a la agregacion de las nanoparticulas y
donde es muy dificil volver a dispersarlas. Ademas de las fuerzas que podrian aparecer cuando las
nanoparticulas estan dispersas en un liquido inerte (por ejemplo, fuerzas de Van der Waals o
electrostaticas), las MNPs podrian también presentar fuerzas magnéticas entre nanoparticulas
debido a las interacciones magnéticas dipolares o interacciones de intercambio si las particulas
estdn en contacto. Las interacciones dipolares son de relativo largo alcance y su magnitud



depende, entre otros factores, del tamafio de las nanoparticulas, la forma y la distancia
interparticula. Cuando las MNPs se agregan, o cuando se alcanzan concentraciones de
nanoparticulas relativamente altas, las propiedades magnéticas, tanto estaticas como dindmicas
del sistema, se modifican debido a las interacciones magnéticas, respecto del caso en el que estas
interacciones son despreciables.** Aunque las sintesis de nanoparticulas conduce de forma natural
a nanomateriales con diferentes grados de agregacion, se ha puesto poca atencion a qué metodo de
sintesis es mejor para una determinada aplicacion. Por ejemplo, las nanoparticulas en forma de
agregados parecen ofrecer los mejores resultados en hipertermia magnética.** ** Sin embargo, hay
mucha mas discusion sobre las ventajas de las nanoparticulas mono-dispersas con propiedades
uniformes, por ejemplo, en la liberacion de farmacos en zonas localizadas; ya que el tamafio
determina su comportamiento farmacocinético, y por lo tanto, su biodistribucion. El uso de
algunos nanomateriales para aplicaciones combinadas de diagndstico y terapia (teragnosis)
requeriria también una cuidadosa configuracion de las propiedades. Ademas, hay algunas
aplicaciones (por ejemplo, en sensores) en los cuales es esencial distinguir la aglomeracion
espontanea de las nanoparticulas debido a las interacciones magnéticas, de la formacion de
“clusters” provocado por interacciones con biomoléculas o cambios en el pH. Por lo tanto, se
requieren protocolos en los que se especifiquen, y posteriormente verifiquen, las propiedades
magnéticas requeridas por las MNPs para su utilizacion en una aplicacion determinada.

El estudio de la agregacion de las MNPs se puede realizar mediante medidas de susceptibilidad
magnética AC en funcion de la temperatura. Las interacciones dipolares entre particulas dan lugar
a modificaciones en las dependencias térmicas de la susceptibilidad, en relacion a las
correspondientes a sistemas de particulas sin interaccion.

En este trabajo se han realizado diferentes diluciones de nanoparticulas de magnetita en agar
para conocer cémo varian las propiedades magnéticas de éstos nanomateriales en funcién del
numero de particulas por unidad de volumen, y en consecuencia del grado de interaccion entre las
mismas. Posteriormente a la preparacion de las muestras, estos nanomateriales han sido
caracterizados mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) para conocer el tamafio y
forma de las nanoparticulas. Por ultimo, se ha realizado una caracterizacién magnética utilizando
un magnetémetro SQUID (del inglés, superconducting quantum interference device); midiendo la
susceptibilidad magnética AC a diferentes temperaturas, y la magnetizacion del material en
funcién del campo magnético aplicado externamente. Las medidas magnéticas realizadas es el
equipo realizadas han permitido evaluar las interacciones entre las nanoparticulas como veremos a
lo largo del trabajo.

El objetivo central de este trabajo es estudiar la influencia de la agregacion de las
nanoparticulas de magnetita sobre las propiedades magnéticas de éstas. Las nanoparticulas
magnéticas se encuentran en diferentes grados de agregacion después de su administracion a un
organismo, y estos estudios podrian ser la base para el desarrollo de técnicas que permitieran la
deteccion, cuantificacion, y estudio del grado de agregacion de las nanoparticulas una vez
administradas en el organismo. El tamafio de las MNPs también influye en su comportamiento
magnético; por lo que también se realizara una caracterizacion con nanoparticulas de magnetita de
mayor tamafo, revestidas con diferentes recubrimientos utilizados habitualmente para
aplicaciones biologicas. Dicha caracterizacion se basara en la observacion mediante TEM y en la
adquisicion de datos de susceptibilidad magnética AC en funcion de la temperatura.



2. Materiales, metodologia e instrumentacion

2.1. Materiales

En este TFM se han estudiado y caracterizado nanoparticulas magnéticas con diferentes
recubrimientos. Los compuestos ensayados se han denominado DANS-H, DBNS-H, DMSA-NP,
DEXT-NP y APS-NP. Estos materiales fueron disefiados y sintetizados por investigadores del
Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM), centro del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).** ** DANS-H y DBNS-H estan formados por nanoparticulas
de magnetita de unos 8-9 nm recubiertas con dextrano, ver Figura 2. La diferencia entre DANS-
H y DBNS-H reside en el método de recubrir las nanoparticulas. DMSA-NP, DEXT-NP y APS-
NP son nanoparticulas de magnetita de mayor tamafio (12-13 nm); pero recubiertas de &cido
dimercaptosuccinico (DMSA), dextrano, y (3-aminopropil)trietoxisilano (APS), respectivamente,
ver Tabla I.

Compuesto | Tamafio (nm) | Recubrimiento
DANS-H 8.2 Dextrano
DBNS-H 9.6 Dextrano
DMSA-NP 12.1 DMSA
DEXT-NP 13.3 Dextrano
APS-NP 12.2 APS

Tabla I. Tamafios y recubrimientos de los sistemas de nanoparticulas estudiados.

Las nanoparticulas de magnetita de los compuestos DANS-H y DBNS-H se han sintetizado
mediante el método de coprecipitacion.”> Una mezcla de 10.01 gramos de FeSO,-H,O (Masa
Molar = 278.02 gramos/mol) y 8.08 gramos de Fe(NO3); -H,O (Masa Molar = 404 gramos/mol)
ha sido disuelta en 50 ml de agua, previamente purgada con nitr6geno gas para eliminar el
oxigeno y asi evitar oxidaciones, manteniendo el ratio 1:1.8 de Fe®*/Fe®*. A continuacién, la
disolucién salina de hierro es afiadida a 400 ml de una disolucién desoxigenada de NaOH (pH =
12), mantenida bajo agitacién y flujo de nitrégeno durante 5 horas. El precipitado que se forma es
centrifugado a 9000 rpm para eliminar impurezas y grandes clusters.

En DBNS-H, el dextrano (4.32 g de Masa Molar = 10000 gramos/mol) se encuentra disuelto
en un medio de reaccion antes de afiadir las sales de hierro. En cambio, en DANS-H, la disolucion
de dextrano es afiadida posteriormente cuando las nanoparticulas ya estan sintetizadas. En este
caso la preparacion ha consistido en coger 100 mg de nanoparticulas de magnetita y dispersarlas
en 2.5 ml de NaOH (0.5 M) mediante sonicacion. En una etapa posterior se afiade lentamente una
disolucién acuosa que contiene 100 mg de dextrano y NaOH (0.5 M). La dispersion es sonicada
durante 15 minutos y centrifugada para eliminar el exceso de dextrano que se encuentra sin unir a
la superficie de las nanoparticulas de magnetita, ver Figura 2.
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Figura 2. Esquema de la diferencia en el método de sintesis de los compuestos DANS-H y DBNS-H.

La preparacion de las muestras para su posterior caracterizacién se han realizado bajo la
supervision de la Dra. Lucia Gutiérrez en los mismos laboratorios del ICMM que en el caso de la
sintesis de las nanoparticulas. Los dos tipos de nanoparticulas han sido diluidas en agar para
estudiar la influencia de la agregacion en las propiedades magnéticas del material.™

Las muestras se han obtenido preparando una disolucion de agar (CAS 9002-18-0, Sigma-
Aldrich, Fluka®, con una pureza > 95%) al 2% en agua, a una temperatura de 95°C, utilizando
una manta calefactora. Una vez el agar se ha disuelto, se preparan diferentes diluciones de DANS-
H y DBNS-H, afadiendo diferentes volimenes de suspension de nanoparticulas (1,85 mg/ml) y
completando la mezcla con agar hasta un volumen final de 1 ml, ver Tabla Il. A la suspensién
resultante se le realiza un proceso de sonicacion en un bafio de ultrasonidos para conseguir una
mezcla homogeénea. Se deja solidificar durante 30 minutos y se liofiliza durante las siguientes 24
horas en un equipo de la serie LyoQuest de la casa comercial Telstar® (temperatura de -50°C y
una presion de 0.010 mbar). Posteriormente se introducen las muestras en capsulas de gelatina
(volumen = 0.21 ml, didmetro = 5.05 mm) para realizar los ensayos magnéticos.

Muestras DANS-H Muestras DBNS-H nano\ézlrl’:ir:jgs () Vqume(rLllz);lgar 2%
DANS-H-2 DBNS-H-2 2 998
DANS-H-50 DBNS-H-50 50 950
DANS-H-100 DBNS-H-100 100 900
DANS-H-500 DBNS-H-500 500 500

Tabla I1. Muestras y volumen utilizado en la preparacion de las muestras de los compuestos DANS-H
y DBNS-H.



Las nanoparticulas de magnetita de los compuestos DMSA-NP, DEXT-NP, APS-NP han sido
sintetizadas afiadiendo 425 ml de una disolucion acuosa de FeCls;-6H,O (0.09 moles) vy
FeCl,-4H,0 (0.054 moles) a 75 ml de medio alcalino. El tamafio de particula puede ser
configurado mediante la naturaleza del medio alcalino, la velocidad de adicion y el tiempo de
envejecimiento. Asi, velocidades de adicion relativamente répidas (40 ml/s) y NH,OH (25%)
como disolucidn alcalina permiten sintetizar nanoparticulas de 8 nm. Velocidades de adicion
relativamente lentas (0.2 ml/s) sobre NH,OH (25%) seguido de un tratamiento térmico a 90 °C
durante 3 horas, permite sintetizar nanoparticulas de 13 nm. Después de cada proceso sintético las
nanoparticulas son lavadas tres veces con agua destilada y se recogen con la ayuda de un iman.*°

Las DMSA-NP, DEXT-NP, APS-NP nanoparticulas se han recubierto con 4cido
dimercaptosuccinico (DMSA), dextrano, y (3-aminopropil)trietoxisilano (APS) mediante los
siguientes procedimientos:*’

e Recubrimiento con DMSA. 5 mg (0.027 moles) de DMSA se han afiadido a una
suspension de 10 ml de particulas (4.3 g Fe;O3/l) a pH 3 con agitacion. Después de
afiadir DMSA, el pH de la mezcla se aumenté hasta 11 y se realiz6 un proceso de
sonicacion durante 15 minutos.

e Recubrimiento con dextrano. La modificacion superficial se ha llevado a cabo mediante
la adicidn, gota a gota, de una dispersion de nanoparticulas (228 mg Fe,Os/l) en 1.6 ml
de NaOH (0.8 M) sobre una disolucién de 200 mg de dextrano (40 kD) en 2.5 ml de
NaOH (0.5 M), a la vez que se realiza un proceso de sonicacién. La mezcla se mantuvo
en estas condiciones durante 6 horas.

e Recubrimiento con APS. Se ha propuesto el APS como un excelente material para
estabilizar las nanoparticulas magnéticas a pH 7 y proporcionar grupos cargados
positivamente en la superficie de las nanoparticulas que pueden ser utilizados para la
unién de biomoléculas. La modificacion superficial es llevada a cabo afiadiendo muy
lentamente (10 pl/s) 1.22 ml (0.005 moles) de (3-aminopropil)trietoxisilano (APS) a
una mezcla de 10 ml de nanoparticulas (28 mg Fe,Os/ml) y 10 ml de metanol,
manteniendo una fuerte agitacion durante 12 horas. Después, el metanol es eliminado
en un rotavapor.

Después de recubrir las nanoparticulas, el exceso de reactivo se elimind mediante dialisis y el
pH se ajusto a 7.

La preparacion de las muestras de agar para su posterior caracterizacion se ha realizado de la
misma manera que para los compuestos DANS-H y DBNS-H, ver Tabla I1l.

Muestras Muestras Muestras nar:/c?lgrr]’:iizlas Volumen agar 2%

DMSA-NP DEXT-NP APS-NP qul) (uh)
DMSA-NP-2 DEXT-NP-2 APS-NP-2 2 998
DMSA-NP-20 DEXT-NP-20 APS-NP-20 20 920
DMSA-NP-200 DEXT-NP-200 APS-NP-200 200 800

Tabla I11. Muestras y volumen utilizado en la preparacion de las muestras de los compuestos DMSA-
NP, DEXT-NP y APS-NP.

10




2.2. Metodologia e instrumentacién

La caracterizacion de las muestras se ha realizado con equipos instrumentales tanto de la
Universidad Autonoma de Madrid como de la Universidad de Zaragoza. En concreto, se ha
utilizado un microscopio electrénico de transmision (TEM) para observar el tamafio y la forma de
las nanoparticulas, y un magnetémetro SQUID para calcular la susceptibilidad magnética AC y
medir la magnetizacion en funcion del campo magnético.

La preparacion de la muestra antes de su observacion en el TEM se realiza diluyendo una
cantidad muy pequefia de la suspension de nanoparticulas en agua. Para conseguir la maxima
dispersion, se sumerge la disolucion en un bafio de ultrasonidos y posteriormente se deposita una
gota sobre una rejilla de cobre recubierta con carbono. La gota se deja secar al aire.

La preparacion de las muestras para las medidas magnéticas en el magnetémetro SQUID
consiste en introducir el agar liofilizado en una capsula de gelatina. La cépsula se coloca en el
interior de una varilla que facilita su localizacién en el interior del iman superconductor generador
del campo magnético.

A continuacion se describen, brevemente, los distintos instrumentos utilizados para la
caracterizacion de los materiales y la técnica instrumental utilizada.

TEM: Se ha utilizado un microscopio electronico de transmisién de la casa comercial
estadounidense JEOL S.L. modelo JEM-1010. Los rangos de voltaje de aceleracion de los
electrones del microscopio son de 40 a 100 kV, utilizando 100 kV durante la adquisicion de las
iméagenes mostradas en esta memoria. Posee un cafion de electrones termoionico de BglLa. La
resolucion es de 0.35 nm. Los aumentos del microscopio estan entre 600x y 500000x; utilizando
100000x y 200000x para la observacion y adquisicion de las imagenes de las muestras. La
captacion de las imagenes se realiza con una camara de alta resolucion Gatan ORIUS™,
controlada mediante un dispositivo de acoplamiento de carga, CCD, de alta sensibilidad. El
microscopio se encuentra localizado en la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Madrid, y puede ser manejado por el personal docente e investigador de la Universidad.

Magnetémetro SQUID (Superconducting Quantum Interference Device): El equipo utilizado es
un magnetometro SQUID MPMS-XL. Bésicamente, integra una unidad para el control de la
temperatura, un iman superconductor para aplicar los campos magnéticos a la muestra y un
sistema de deteccion de la sefial basado en un detector SQUID. EIl equipo es controlado con un
software, permitiendo la automatizacion completa de todos los parametros del sistema,
controlando las medidas y la adquisicion de los datos. El rango de temperatura a la cual el equipo
opera esta entre 1,9 K y 400 K. El control de la temperatura se realiza mediante helio liquido y
una resistencia eléctrica. El rango operativo del campo magnético se encuentra entre 8 A/m y
4-10° A/m. El equipo permite realizar medidas magnéticas tanto en modo de corriente continua
(magnetometria DC) y corriente alterna (susceptibilidad magnética AC). La sensibilidad del
momento magnético medido cuando el equipo trabaja en modo DC es 10 A-m? (0 T) y 10°
A-m? (5 T). Cuando el equipo opera en modo AC la sensibilidad de la momento magnético es de
10 A-m?% el rango de frecuencias esta entre 0.01 Hz y 1 kHz; y la amplitud del campo
magnético puede estar comprendido entre 0.08 A/m y 350 A/m. Para caracterizar la muestras se
han utilizado ambos modos operativos: magnetometria DC para obtener la magnetizacion en
funcién el campo magneético aplicado a una temperatura determinada, y la susceptibilidad
magnética AC para obtener los diferentes componentes de la susceptibilidad magnética en funcién
de la temperatura a una frecuencia constante de 10 Hz. Los pardmetros de los ensayos se
programan mediante el software del ordenador y se automatizan las medidas.
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3. Resultados, interpretacion y discusion
3.1. Serie DANS-H

311.TEM

El compuesto DANS-H se ha caracterizado mediante TEM para estudiar el tamafio y forma de
las nanoparticulas. En la Figura 3A se muestra una fotografia tomada con el microscopio. La
imagen muestra una polidispersidad relativa en el tamarfio de las nanoparticulas, con tamafios que
van desde los 4 nm a los 16 nm y donde mas del 73% de las nanoparticulas poseen un didmetro
entre 6 y 10 nm. Se observan una gran cantidad de nanoparticulas individuales junto con algunos
clusters dispersos. Estos ultimos, pueden ser debidos al propio proceso de preparacion de la rejilla
para la observacion de la muestra en el microscopio. Respecto a la geometria de las
nanoparticulas, se observa que éstas presentan formas redondeadas.
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Figura 3. a) Fotografia de TEM de DANS-H. b) Histograma de frecuencias vs. diametro de particula,
resultado del andlisis con el software ImageJ de las diferentes fotografias obtenidas en el TEM para el
compuesto DANS-H.

Para cuantificar el tamafio de las nanoparticulas se ha utilizado el software ImagelJ, obteniendo
un tamafio promedio de didmetro de particula de 8.2 nm y una desviacion estandar de 2.3 nm
(valores obtenidos para un tamafio de muestra de 303 medidas). En la Figura 3B se representa el
histograma del tamafio de particula de DANS-H, donde se aprecia el rango de tamafios de las
nanoparticulas.

En los siguientes apartados se mostraran los resultados de la caracterizacion magnética del
compuesto.
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3.1.2. Magnetizacion

Para conocer el comportamiento magnético en funcion de la intensidad del campo magnético
aplicado, se realiza la caracterizacion de la muestra del compuesto DANS-H-2 que presenta la
menor concentracion de nanoparticulas para evitar en lo posible la presencia de clusters; ya que
interesa estudiar el comportamiento individual de las nanoparticulas. Con este propoésito se
realizan medidas de magnetizacion del material en funcion de la intensidad del campo magnético
aplicado. Dichos resultados se pueden observar graficamente en la Figura 4 para la muestra
DANS-H-2. La magnetizacion del material es funcion de la temperatura, observando este
comportamiento en la Figura 4 cuando a igual intensidad de campo magnético la magnetizacion
del material cambia al variar la temperatura. Se puede comprobar como la magnetizacion de
saturacion disminuye conforme la temperatura es mayor, provocando una orientacion aleatoria de
los momentos magnéticos de los iones de hierro cuando la temperatura aumenta. Exceptuando el
caso cuando la temperatura es de 50 K; el valor de la magnetizacion remanente (M;) y del campo
coercitivo (H¢) es 0 (dentro del error experimental, ver gréfico interior de la Figura 4), hecho que
coincide con las propiedades magnéticas de un sistema superparamagnético a temperatura
ambiente.® ° Sj analizamos el valor de M, y de M, a la temperatura de 50 K se obtienen los
aproximados de 4.7 Am?kg y -4.6-10° A/m, respectivamente; produciéndose el fenémeno de
histéresis como ocurre en estudios previos.?’ EIl valor de magnetizacion de saturacion de la
magnetita a temperatura ambiente del sistema de nanoparticulas estudiado y de la magnetita
“pulk” es de 65 y 92-100 Am?/kg, respectivamente.”’ Esta diferencia en el valor de la
magnetizacion de saturacion podria ser debida a la existencia de un desorden de los espines
magnéticos en la region superficial del material, tal y como se explica en el articulo de Goya et al
2003. Si comparamos el valor de la magnetizacion de saturacion a temperatura ambiente de otros
estudios similares? para nanoparticulas de didmetro promedio a 10 nm, se obtiene un valor de 60
Am?/kg; siendo un parametro similar al obtenido experimentalmente.
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Figura 4. Magnetizacion vs. campo magnético para la muestra DANS-H-2 a diferentes temperaturas.
En el gréfico interior se amplia la region proxima a campo magnético 0. Por encima de 0.8-10° A/m se ha
medido primero a campo creciente y posteriormente a campo decreciente; mientras que por debajo de
0.8:10° A/m las medidas has sido siempre realizadas a campo magnético decreciente. La contribucién
diamagnética a sido eliminada; considerando Unicamente el comportamiento magnético de la magnetita.
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3.1.3. Susceptibilidad magnética AC

Partiendo de una suspension del compuesto DANS-H (1.85 mg/ml) se preparan diferentes
diluciones en agar tal y como se muestra en la Tabla Il. Tras un proceso de liofilizacion
(explicado en el Capitulo 2 de la memoria) las muestras se caracterizan magnéticamente
calculando la susceptibilidad magnética (y) AC. La susceptibilidad magnética es dependiente de
la temperatura, porque las oscilaciones térmicas de los atomos tienden a disminuir la
magnetizacion del material. Esta dependencia con la temperatura del compuesto DANS-H se
puede observar en la Figura 5A y 5B en el rango de temperaturas entre 10 K y 300 K. En dicha
figura se muestran las componentes de la susceptibilidad por unidad de masa de muestra en
funcién de la temperatura para muestras de diferentes concentraciones del compuesto DANS-H.
La curvas muestran un Gnico maximo, indicando el bloqueo magnético de las nanoparticulas y
ausencia de relajacién por encima de aproximadamente 270 K. La susceptibilidad en fase muestra
el méximo a temperaturas ligeramente superiores a las obtenidas con el componente de la
susceptibilidad fuera-de-fase (ver Tabla 1V); lo cual evidencia un fenomeno de relajacion
magnética.” % Por encima de aproximadamente 270 K, " es cero dentro de la precision de los
experimentos, lo que significa que en este rango de temperatura y' es la susceptibilidad estatica y
la muestra es superparamagnética. La cantidad de nanoparticulas en la muestra se correlaciona
con la altura de los maximos de la susceptibilidad como se puede comprobar en la Tabla IV.
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Figura 5. A) Representacion grafica de la susceptibilidad en fase por unidad de masa de muestra vs. la
temperatura para diferentes grados de dilucion del compuesto DANS-H. B) Grafico que muestra la
susceptibilidad fuera-de-fase por unidad de masa de muestra en funcién de la temperatura para varias
concentraciones del compuesto DANS-H.
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Muestra Tmax. (K) X' | Tmax (K) x” | X" (m°/kg)
DANS-H-2 110.1 60.0 8.8:10°
DANS-H-50 110.2 80.0 1.5-10°
DANS-H-100 120.2 85.1 6.9-10°
DANS-H-500 150.1 110.0 4.8-107

Tabla IV. Temperaturas del méximo de las curvas de ambas componentes de la susceptibilidad y el
valor de la altura de y'’en el maximo del perfil de la curva.

La dependencia con la temperatura de la susceptibilidad fuera de fase por unidad de masa de
magnetita y y''normalizada para el compuesto DANS-H se representa en la Figura 6A y 6B,
respectivamente. Esta variable tiene la propiedad de ser insensible a la contribucion diamagnética.
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Figura 6. A) Representacion gréfica de la susceptibilidad fuera-de-fase por unidad de masa de
magnetita en funcion de la temperatura para las diferentes muestras de DANS-H estudiadas. B)
Normalizacion de la susceptibilidad fuera-de-fase frente a la temperatura.
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Si nos fijamos detenidamente en el primer tramo de las curvas se observa una similitud entre
las diferentes muestras, excepto para la muestra DANS-H-500. También podemos comprobar que
el méximo de la curva se desplaza a temperaturas mas elevadas a medida que la concentracion de
nanoparticulas aumenta. Debido a que la Unica diferencia entre las muestras es la concentracion
de nanoparticulas, estas diferencias en la posicién del méximo se piensa que son debidas a las
interacciones dipolares entre nanoparticulas, siendo este fenOmeno mas importante a medida que
las nanoparticulas estan mas proximas unas de otras. Este comportamiento es similar al observado
en otros estudios,?* en el que se observa el desplazamiento del méaximo de la curva a temperaturas
mas elevadas a medida que aumenta la concentracion de las nanoparticulas de magnetita.

Si nos fijamos en las curvas de las muestras mas diluidas (DANS-H-2 y DANS-H-50) de las
Figuras 6A y 6B se puede ver un comportamiento magnetico similar, indicando que en este rango
de concentraciones las particulas estan suficientemente separadas unas de otras para que sea
probable que no haya cambios en las interacciones interparticula.

3.1.4. Interacciones interparticula mediante el factor pre-exponencial 7,

Una manera de conocer si las interacciones interparticula son despreciables es conociendo el
valor del factor pre-exponencial (z,) que aparece en la expresion de Arrhenius para el tiempo de

relajacion (t = t,exp (:—“T)) siendo kg la constante de Boltzmann, T la temperatura y E, la
B

energia de anisotropia para una (nica nanoparticula.?* * Su célculo estd basado en la
complementariedad de la informacién de relajacién contenida en 'y xy'' (ver Apéndice 3 para
mas informacion). La aplicacion de este método a los datos de la muestra DANS-H-50 se muestra
en la Figura 7.
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Figura 7. Representacion gréafica del método para determinar el valor de t, a 10 Hz para la muestra
DANS-H-50. Los limites a alta y baja temperatura estan explicitamente indicados.

El valor de 7, ha sido calculado en el limite cuando la temperatura tiende a cero utilizando la
pendiente de la recta obtenida en este limite (linea de color negro en la Figura 7). Aunque ambos
limites podrian ser utilizados para el calculo de 7, no se han realizado los calculos en el limite
cuando la temperatura tiende a infinito, porque no se han obtenido valores experimentales de y' a
temperaturas lo suficientemente elevadas para un ajuste lineal preciso (ver Figura 5). El valor de
7, obtenido es 7, = 8.6-10"® s. Se conoce que si los momentos magnéticos netos por
nanoparticula invierten su direccion de manera independiente, 7, tiene valores en el rango de 10°°-
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10?5.2%% Por lo tanto, del valor de 7, calculado experimentalmente se puede deducir que, en su
gran mayoria, las nanoparticulas no interaccionan unas con otras debido a que el mecanismo de
inversion de los momentos magnéticos atdbmicos se realiza de manera coherente. Calculando el
valor de 7, para las diferentes concentraciones de las muestras de DANS-H, se observa como el
sistema pasa a un régimen de no interaccion al diluir la muestra (ver Figura 8).

10° e ey

5] . ol , R | , ] . L
10° 10 10° 10 10
Masa % de Fe304

Figura 8. Representacion grafica del valor de t, vs. concentracion de magnetita en las muestras del
compuesto DANS-H. Comprobar que incrementando la concentracion de nanoparticulas; es decir,
incrementando la magnitud de las interacciones dipolo-dipolo, disminuye progresivamente el valor de 7,
de la misma manera a lo observado en los estudios de Lépez et al 2007.%

A temperaturas superiores a 270 K, la susceptibilidad en fase del compuesto DANS-H esta
libre de contribuciones de relajacion y puede ser expresada como y = ysp + xp, donde ysp €s la
susceptibilidad superparamagnética de las nanoparticula y yp la susceptibilidad diamagnética
total, la cual incluye las contribuciones del dextrano, el agar, y la capsula de gelatina contenedora
de la muestra. La dependencia con la temperatura de cada término es como se explica a
continuacion:® ysp sequiré la ley de Curie (xsp = C/T, donde C es la contante de Curie), y xp €s
independiente de la temperatura. y' en funcién de 1/T es una funcidn lineal cuya pendiente es C y
la interseccion con el eje de ordenadas el valor de y,. En la Figura 9 se puede observar dicha
funcién para la muestra DANS-H-50, donde el desvio de la linealidad se debe al fendmeno de
relajacion magnético. La region lineal de la funcién se ha calculado con los 12 primeros puntos
del perfil de la curva (linea negra en la figura). El valor de la susceptibilidad diamagnética
obtenido para las muestras estudiadas es -5.0 - 10° m*/kg de Fe, cuyo signo negativo indica el
comportamiento diamagnetico del resto de la muestra. Este analisis llevado a cabo para el
compuesto DANS-H no se ha podido realizar para el compuesto DBNS-H porque en todo el
rango de temperaturas estudiado se produce el fendomeno de relajacion magnética.

El valor obtenido para la constante de Curie ha sido utilizado para determinar el momento
efectivo por ion de hierro (mes). Para nanoparticulas superparamagnéticas el valor esperado,
calculado mediante la expresion, C = MONmﬁff/Sk, siendo N el numero de iones magnéticos por
unidad de volumen y k la constante de Boltzmann, es generalmente mucho mayor que para el ion
paramagnético (tipicamente del orden de 5 up para el Fe** y 4 ug para el Fe?*).?’ El valor de me
calculado por ion de hierro se muestra en la Tabla V, donde el momento magnético efectivo es
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significativamente mayor que el momento magnético de un Unico ion. Este resultado indica que la
configuracién de los espines intraparticula coincide con la configuracion de un sistema
ferrimagnetico en todo el volumen de la nanoparticula.
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Figura 9. Representacion grafica de la susceptibilidad en fase (x') en funcién del inverso de la
temperatura para la muestra DANS-H-50. Se ha marcado region lineal de la funcién mediante una linea
de color negro y se ha extrapolado hasta valor cero del inverso de la temperatura.

Muestra Magnetones de Bohr (ug)
DANS-H-2 175.1
DANS-H-50 176.8
DANS-H-100 188.7
DANS-H-500 210.7

Tabla V. Valores del momento magnético efectivo por ion de hierro (mg) para las diferentes muestras
del compuesto DANS-H.

El méximo observado en y"'(T) es el resultado del bloqueo magnético de las nanoparticulas
(ver Apéndice 1), lo cual es un efecto debido a la anisotropia de las particulas y cuya localizacion
en el rango de temperaturas depende del tamafio de la particula.?® En la practica una constante de
anisotropia magnética efectiva se puede estimar a partir de la siguiente expresion:

kT 1
Kepr = (w—fo)

donde V es el volumen promedio de las particulas y T la temperatura del maximo en y"'(T). Si
el volumen promedio de las particulas se calcula a partir del diametro promedio de las
nanoparticulas determinado con el TEM, la constante de anisotropia magnetica efectiva se calcula
obteniendo los valores mostrados en la Tabla VI. Vemos que la constante aumenta a medida que
disminuye el grado de dilucion de las nanoparticulas. Comparando con el valor de la constante de
anisotropfa efectiva para la magnetita obtenido en investigaciones previas (2.7-10* J/m%),2:2+%° e
observa que los valores obtenidos experimentalmente muestran cierta similitud.
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Muestra Ketr [I/m°] x10%
DANS-H-2 56+0.6
DANS-H-50 8.7+x0.9
DANS-H-100 99+1.0
DANS-H-500 16+1.6

Tabla VI. Valores de la constante de anisotropia magnética efectiva para las diferentes muestras del
compuesto DANS-H. El intervalo de confianza es del 95%.

3.2. Serie DBNS-H

3.21.TEM

El compuesto DBNS-H se ha caracterizado mediante TEM de igual manera que el compuesto
DANS-H, estudiando de esta manera sus propiedades morfoldgicas, y asi comparar un compuesto
con el otro. En la Figura 10A se muestra una fotografia tomada con el microscopio donde se
observa el compuesto DBNS-H. La fotografia muestra una ligera polidispersidad en el tamafio de
las nanoparticulas, de geometrias redondeadas, y con una gran cantidad de nanoparticulas en
contacto unas con otras; indicando una mayor cantidad de clusters en comparacion con el
compuesto DANS-H. El diametro de particula abarca tamafios desde los 4 nm a los 20 nm, donde
mas del 68% de las nanoparticulas poseen un didmetro entre 7 y 11 nm.
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Figura 10. A) Fotografia de TEM del compuesto DBNS-H. B) Histograma de frecuencias vs. didmetro
de particula, resultado del analisis con el software ImageJ de las diferentes fotografias obtenidas en el
TEM para el compuesto DBNS-H.

Para cuantificar el tamafio de las nanoparticulas se ha utilizado el software ImageJ, obteniendo
un valor promedio de didametro de particula de 9.6 nm y una desviacion estandar de 2.8 nm
(valores obtenidos para un tamafio de muestra de 327 medidas). En la Figura 10B se representa el
histograma del tamafio de particula de DBNS-H, donde se observa una ligera mayor
polidispersidad en comparacion con DANS-H en el tamafio de las nanoparticulas. También se
observa un mayor nimero de nanoparticulas de DBNS-H con tamafios mayores a los observados
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en DANS-H. Todas estas diferencias entre ambos compuestos se deben, exclusivamente, al
método de sintesis empleado. Comparando las Figuras 3 y 10, se puede comprobar la obtencién
de particulas de un mismo material de tamafios y geometrias similares; pero con diferente grado
de agregacion.

El TEM ha permitido observar las diferencias morfoldgicas de las nanoparticulas. DBNS-H
muestra una mayor agregacion, polidispersidad y tamafio de particula que DANS-H. Estas
diferencias entre ambos compuestos van a producir diferentes propiedades magnéticas, tal y como
veremos a continuacion en los siguientes apartados.

3.2.2. Magnetizacion

Partiendo de una suspension del compuesto DBNS-H de la misma concentracion que el
compuesto DANS-H (1.85 mg/ml) se preparan diferentes diluciones en agar. Estas muestras se
caracterizan magnéticamente midiendo la susceptibilidad magnética () en funcion del campo
magnético aplicado. Como ya sabemos, esta relacion es dependiente de la temperatura como se
observa en la Figura 11 para la muestra DBNS-H-2. Se puede comprobar como la magnetizacion
de saturacion disminuye cuando la temperatura es mayor debido a las oscilaciones térmicas de los
atomos del material; igual que se observaba para el compuesto DANS-H en la Figura 4. El valor
de magnetizacion de saturacion del compuesto DBNS-H a la temperatura de 50 y 100 K es de 100
y 98 Am?/kg, respectivamente. Si nos fijamos en el gréfico interior de la Figura 11, donde se
amplia la region cercana al origen de coordenadas, se observa la existencia de valores no nulos
para la magnetizacion remanente y el campo coercitivo; a diferencia de los resultados obtenidos
con el compuesto DANS-H, ver Tabla VI1I. Estos resultados experimentales no coinciden con los
esperados para un sistema superparamagnético,’® ** lo que lleva a suponer que esta variacién en
las propiedades magnéticas pueden ser debidas a la agregacion de las nanoparticulas; ya que un
aumento de las interacciones dipolares interparticula sugieren alteraciones en la dinamica de los
espines atdbmicos.
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Figura 11. Curvas de histéresis para la muestra DBNS-H-2 a una temperatura de 50 K 'y 100K. Tal y
como en el estudio del compuesto DANS-H, se ha eliminado la contribucién diamagnética; considerando
Gnicamente el comportamiento magnético de la magnetita. En el interior se muestra el gréfico de la region
proxima al origen de coordenadas.
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DBNS-H-2 |50 K | 100 K
M, (Am%/kg) | 22 16
H. (A/m)x10* | -1.8 | -1.4

Tabla VII. Valores de la magnetizacion remanente y del campo coercitivo a 50 y 100 K para el
compuesto DBNS-H-2.

3.2.3. Susceptibilidad magnética AC

Partiendo de una suspension del compuesto DBNS-H (1.85 mg/ml) se preparan diferentes
diluciones en agar tal y como se muestra en la Tabla Il. Tras un proceso de liofilizacion las
muestras se caracterizan magnéticamente para determinar la susceptibilidad magnética AC.

La dependencia de las componentes de la susceptibilidad con respecto a la temperatura para el
compuesto DBNS-H se puede observar en la Figura 12A y 12B en el rango de temperaturas entre
10 Ky 300 K. En dicha figura se muestran la susceptibilidad en fase y fuera-de-fase por unidad de
masa de muestra para diferentes diluciones del compuesto DBNS-H.

X 10*
A) ~-DBNS-H-2
~DBNS-H-50
1.5/ =~ DBNS-H-500

T

%" (m¥Kg)

0 5x0 160 150 200 250 300
Temperatura (K)

B) | —~DBNS-H-2
5 ~DBNS-H-50
~DBNS-H-500

%~ (mKg)
)

0 50 100 150 200 250 300
Temperatura (K)

Figura 12. A) Representacion gréfica de la susceptibilidad en fase por unidad de masa de muestra vs.
temperatura para diferentes grados de dilucion del compuesto DBNS-H. B) Grafico que muestra la
susceptibilidad fuera-de-fase por unidad de masa de muestra en funcién de la temperatura para varias
concentraciones del compuesto DBNS-H.
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En la Figura 12A se observa un perfil ascendente de la curva en todo el rango de temperaturas
medido para todas las muestras estudiadas. Si analizamos la susceptibilidad fuera-de-fase (Figura
12B) observamos la presencia de dos maximos en el rango de temperaturas del experimento para
todas las muestras investigadas. Este comportamiento magnético podria ser debido a la presencia
de nanoparticulas individuales junto con clusters de particulas donde las interacciones dipolo-
dipolo tienen una importancia significativa; lo cual produciria la variacion en el comportamiento
magnético de los momentos magnéticos de las nanoparticulas.

La dependencia con la temperatura de la susceptibilidad fuera-de-fase por unidad de masa de

magnetita y y''normalizada para el compuesto DBNS-H se representan en la Figura 13A y 13B,
respectivamente.
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Figura 13. A) Representacion gréafica de la susceptibilidad fuera-de-fase por unidad de masa de
magnetita en funcién de la temperatura para las diferentes muestras de DBNS-H estudiadas. B)
Normalizacion de la susceptibilidad fuera-de-fase frente a la temperatura.

Si nos fijamos detenidamente en los perfiles de las curvas de la Figura 13 vemos un
comportamiento magnético similar para la muestra DBNS-H-50 y DBNS-H-500, indicando que,
posiblemente, un mayor o menor grado de dilucién del compuesto DBNS-H no influye, en este
caso, de manera significativa en las interacciones interparticula. Para la muestra mas diluida
(DBNS-H-2), aunque posee una relacion sefial/ruido mayor que el resto de muestras, se observa
un comportamiento magnético similar al resto de las muestras. En la Figura 13B se puede
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observar la presencia de dos méximos locales en el rango de temperaturas ensayado. Este
comportamiento se podria interpretar como la presencia de diferentes grados de agregacion de las
nanoparticulas, habiendo nanoparticulas individuales y sin interacciones interparticula y clusters
con diferente grado de interacciones interparticula. En la Tabla V111 se encuentran los valores de
la temperatura en los maximos de y''(T) para las muestras del compuesto DBNS-H. Finalmente,
se puede apreciar una tendencia ascendente de y'' a la temperatura de 300 K, indicando que,
posiblemente, no se ha alcanzado el méaximo absoluto de la funcion a esta temperatura, existiendo
el fendmeno y el bloqueo magnético en todo el rango de temperaturas estudiado.

Muestra | Trax1 (K) X" | Tmax2 (K) X"
DANS-H-50 45.0 210.2
DANS-H-500 45.0 200.2

Tabla VIII. Temperaturas de los maximos observados en la Figura 13. Para la muestra DBNS-H-2 no
se han podido determinar las temperaturas en los maximos debido al ruido experimental. T 1y Tpax2
hacen referencia, respectivamente, al primer y segundo pico del perfil de la curva.

3.2.4. Interacciones interparticula mediante el factor pre-exponencial 7,

Los resultados del estudio de las interacciones interparticula del compuesto DBNS-H se
realizan mediante el método del factor pre-exponencial t, explicado previamente. En la Figura
14 se representa el método de célculo del factor 7, para la muestra DBNS-H-50. El valor de 7, ha
sido calculado en el limite cuando la temperatura tiende a cero (linea de color negro en la Figura
14); del mismo modo que el método utilizado para el compuesto DANS-H. No se han realizado
los calculos en el limite cuando la temperatura tiende a infinito, porque las temperaturas
experimentales no han permitido obtener la curva completa de y' y x' en funciéon de la
temperatura; tal y como se observan en otros estudios de magnetismo similares.*>** Para la
muestra DBNS-H-50 el valor de 1o es 4 - 10 s; y 7 - 10™ s para la muestra de mayor
concentracion de nanoparticulas (DBNS-H-500). Se puede comprobar cuantitativamente que el
valor de 7, disminuye conforme aumenta la concentracion de nanoparticulas en la muestra. Esta
tendencia es la misma que la observada para el compuesto DANS-H. Estos valores
experimentales sugieren que la dindmica de inversion de los espines atdbmicos no es independiente
unos de otros, posiblemente debido a las interacciones interparticula de tipo dipolo-dipolo.
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Figura 14. Representacion gréafica del método para determinar el valor de 7, a 10 Hz para la muestra
DBNS-H-50.
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3.3. Serie DMSA-NP, DEXT-NP y APS-NP

3.3.1. TEM

De forma similar a DANS-H y DBNS-H, se han sintetizado y preparado muestras en agar con
nanoparticulas de magnetita de mayor tamafio y con diferentes recubrimientos. Tal y como se
explica en el capitulo 2, los recubrimientos empleados han sido: acido dimercaptosuccinico
(DMSA), dextrano y (3-aminopropil)trietoxisilano (APS). Los tamarios y las formas de DMSA-
NP, DEXT-NP y APS-NP se pueden observar en la Figura 15, donde se muestran fotografias
tomadas con el microscopio de transmision. La morfologia que presentan las nanoparticulas es de
geometrias redondeadas (ligeramente elipticas).

Figura 15. TEM de las nanoparticulas magnetita recubiertas con A) DMSA-NP, B) DEXT-NP, y C)
APS-NP.

En la Figura 15 se observa la presencia de agregaciones de nanoparticulas o “clusters” para
todas las muestras con los diferentes recubrimientos, tal y como se analiza en la revision de
Bashar Issa.” La medida del tamafio de las nanoparticulas ha sido més complicado que para
DANS-H debido a la agregacién de las nanoparticulas; pero se ha conseguido obtener suficientes
medidas para realizar un estudio estadistico del diametro de las mismas, ver Figura 16.

Si se analizan los histogramas se observa, ligeramente, una mayor polidispersidad de tamafios
en comparacion con los compuestos DANS-H y DBNS-H. Los didmetros promedio, la desviacion
estandar y la polidispersidad de las nanoparticulas son, respectivamente:

e DMSA-NP. 12.1 nm, 2.8 nm con mas del 74% de las nanoparticulas entre 11 y 16 nm.

e Dextrano-NP. 13.3 nm, 3.4 nm con mas del 65% de las nanoparticulas entre 11 y 16
nm.

e APS-NP. 12.2 nm, 2.9 nm con mas del 66% de las nanoparticulas entre 10 y 14 nm.

Las nanoparticulas son en todos los casos de mayor tamafio que los compuestos DANS-H y
DBNS-H, observando la presencia de nanoparticulas de mas de 20 para todos los recubrimientos.
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Histograma DMSA-NP Histograma Dextrano-NP
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Figura 16. Histogramas del didmetro de las nanoparticulas recubiertas con los diferentes
recubrimientos. Los tamafios de muestra utilizados para el estudio estadistico son: 187(DMSA-NP), 225
(DEXT-NP) y 276 (APS-NP).

Utilizando el software Minitab® se ha realizado un analisis estadistico utilizando la prueba
ANOVA. Se puede concluir que existen diferencias significativas entre las medias con un nivel de
significancia del 0.05. Si nos fijamos en la Figura 17 podemos comprobar como los intervalos de
confianza del diametro de particula de DMSA-NP y APS-NP difieren del intervalo de confianza
de DEXT-NP. Estos resultados pueden ser debidos a procesos de disolucion de las capas
superficiales de las nanoparticulas durante el proceso de recubrimiento; ya que el procedimiento
de encapsulacion es diferente para cada recubrimiento. Otra posible interpretacién de los
resultados podria ser la imprecision en la medicion del didmetro de las nanoparticulas debido a la
gran aglomeracion de nanoparticulas en la muestra de DEXT-NP, como se puede observar en la
Figura 15B.
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Figura 17. Grafico de comparacion de las medias del didmetro de particula para DMSA-NP, DEXT-
NP y APS-NP. Los intervalos de confianza que no se superponen indican que los promedios del didmetro

de particula difieren entre si.

3.3.2. Susceptibilidad magnética AC

Los compuestos con diferentes recubrimientos (DMSA-NP, DEXT-NP, APS-NP) se han
caracterizado empleando la técnica de susceptibilidad magnética AC. Se ha medido la
susceptibilidad magnética tanto en fase (y') como fuera-de-fase (y'’) en funcién de la temperatura
para las muestras DMSA-NP-200, DEXT-NP-200 y DEXT-NP-2. Los resultados de dicha

caracterizacion se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. A) Representacion grafica de la susceptibilidad en fase (x') por unidad de masa de
magnetita en funcion de la temperatura; y B) Susceptibilidad fuera-de-fase (y'’) por unidad de masa de
magnetita vs. la temperatura para 3 muestras representativas del comportamiento magnético de las

nanoparticulas de magnetita con diferentes recubrimientos.
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El comportamiento magnético observado en la Figura 18 muestra la ausencia del perfil tipico
con el méximo de la curva, comprobando que tanto y’' como y' aumenta en todo el rango de
temperaturas estudiado. Estos resultados son similares a los observados para el compuesto DBNS-
H, indicando que se produce el fendmeno de bloqueo magnético en todo el rango de temperaturas
ensayado.

Realizando una comparativa con todas las nanoparticulas recubiertas con dextrano, se puede
estudiar si es posible utilizar dichos compuestos en ensayos de monitorizacién magnética de
tejidos bioldgicos, comparando en la Figura 19 el perfil de y" (T, w = 10 Hz) normalizado junto
con los resultados disponibles en la bibliografia para la ferritina*.** En la figura, aunque los datos
originales de la Ref. [33] fueron obtenidos a 9 Hz, el perfil mostrado ha sido calculado para 10 Hz
(considerando el comportamiento dependiente de la frecuencia estudiado también en dicho
trabajo). Como se puede observar, el maximo de la curva y" (T) de los compuestos DANS-H,
DBNS-H y DEXT-NP aparecen a temperaturas méas elevadas que para la ferritina, pudiendo
diferenciar mediante este tipo de medidas, la sefial que proviene de la ferritina respecto la sefial de
las nanoparticulas sintéticas. Por lo tanto, las nanoparticulas de magnetita encapsuladas con
dextrano podrian ser utilizadas en estudios de monitorizacion magnética de tejidos bioldgicos.
Estos resultados son extrapolables a compuestos nanoparticulados de magnetita del mismo
tamafo y con recubrimientos diferentes, como DMSA o APS.

—Ferritina
——DANS-H-50
—+—DBNS-H-50
——DEXT-NP-200 -

x”” normalizada

| 1
150 200 250 300

Temperatura (K)

|
0 50 100

Figura 19. Representacion gréfica de la susceptibilidad fuera-de-fase normalizada en funcion de la
temperatura donde se compara el magnetismo de la ferritina con respecto a las muestras del compuesto
DANS-H.

En los estudios bioldgicos que han llevado a cabo otros investigadores se observa, tanto in
vitro como in vivo, que las nanoparticulas magneticas tienden a agregarse en el medio biologico,
sea en plasma, células o tejido conjuntivo. Por lo tanto, los resultados de las muestras donde hay
una mayor interaccion interparticula podrian estar mas proximos a los que se obtendrian en un
sistema biolégico.*®

*La ferritina es la proteina responsable del almacenamiento de hierro. Este polipéptido une el metal
muy estrechamente; pero como el proceso es reversible, el elemento se encuentra disponible ante la
demanda celular.
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6. Conclusiones

Los compuestos nanoparticulados DANS-H y DBNS-H de magnetita recubierta en su
superficie con dextrano poseen tamafos de particula similares con més del 70 % de las
nanoparticulas con didmetros comprendidos entre 7 y 11 nm. En cambio, los compuestos
DMSA-NP, DEXT-NP y APS-NP poseen mayores tamafios de particula, donde méas del 68 %
de las nanoparticulas tienen un diametro entre 11 nmy 16 nm.

En el caso de los compuestos DANS-H y DBNS-H, modificando unicamente el método de
recubrimiento se han obtenido nanoparticulas con diferente grado de agregacién. Esta
variacion en la metodologia de sintesis ha sido, basicamente, el cambio en el momento en el
que se afiade dextrano para la estabilizacion de las nanoparticulas: el compuesto DANS-H se
ha obtenido afiadiendo dextrano una vez que las nanoparticulas ya estaban sintetizadas;
mientras que DBNS-H se ha obtenido en presencia de dextrano en el medio desde el comienzo
de la reaccion quimica.

La caracterizacion por TEM ha permitido analizar los tamafios de particula y la morfologia de
los compuestos, siendo en todas las muestras nanoparticulas de geometrias redondeadas.

DBNS-H muestra magnetizacion remanente (Mg) y campo coercitivo (H.) diferente de cero a
todas las temperaturas estudiadas; mientras que DANS-H no muestra este mismo
comportamiento; excepto a la temperatura de 50 K. EI compuesto DANS-H muestra un
comportamiento tipico de un sistema nanoparticulado superparamagnético.

Los compuestos DBNS-H, DMSA-NP, DEXT-NP, APS-NP muestra el fendmeno de blogueo
magnético en todo el rango de temperaturas ensayado; a diferencia del compuesto DANS-H
que a partir de 270 K tiene un comportamiento superparamagnético.

Para el compuesto DANS-H, el tiempo de relajacién se desvia del modelo de prueba sugerido
con la Ley de Arrhenius a medida que aumenta la concentracion de nanoparticulas en la
muestra, indicando un posible efecto de una mayor interaccién interparticula.

Las nanoparticulas de todos los compuestos estudiados poseen un momento magnético
efectivo por ion de hierro superior al del ion de hierro paramagnético.

Las constantes de anisotropia calculadas para el compuesto DANS-H tienen valores similares
a los obtenidos en estudios previos para sistemas de nanoparticulas de magnetita de tamafios
de particula parecidos.

En un principio, los sistemas de nanoparticulas estudiados podrian ser utilizados en estudios
con sistemas bioldgicos, porque sus comportamientos magnéticos difieren del de la ferritina;
pudiendo caracterizar, sin interferencias, el hierro exogeno del hierro endogeno.



Apeéndice 1

El superparamagnetismo es una forma de magnetismo que aparece en nanoparticulas
ferromagnéticas o ferrimagnéticas. Normalmente, cualquier material ferromagnético o
ferrimagnético experimenta una transiciobn a un estado paramagnético por encima de su
temperatura de Curie. El superparamagnetismo es diferente a esta transicion; ya que éste ocurre
por debajo de la temperatura de Curie del material. El superparamagnetismo se produce en
nanoparticulas con un Unico dominio magnético. Esto es posible cuando su didmetro esta por
debajo de los 50 nm, generalmente, aunque depende del material. En este caso, se considera que
la magnetizacion de las nanoparticulas es un unico y gran momento magnético que es la suma de
todos los momentos magnéticos individuales de los &tomos magnéticos de la nanoparticula.

Debido a la anisotropia magnética de las nanoparticulas, el momento magnético tiene solo dos
direcciones estables antiparalelas una de la otra y separadas por una barrera energética. Las
orientaciones estables son las llamadas “direcciones de facil magnetizacion” de la nanoparticula.
A una temperatura dada, existe una probabilidad finita de que la magnetizacion cambie de
direccion. En nanoparticulas suficientemente pequefias, la magnetizacion puede cambiar de
direccion aleatoriamente bajo la influencia de la temperatura. En un sistema de nanoparticulas, el
tiempo promedio transcurrido en el cambio de orientacion del vector momento magnético es lo
que se conoce como el tiempo de relajacion de Néel (7):

KV
= non ()
B

donde 7 es el tiempo promedio para que la magnetizacion de la nanoparticula invierta su
orientacion aleatoriamente como resultado de las fluctuaciones térmicas, 7, es el tiempo
caracteristico del material conocido como “tiempo de intento”, K es la constante de anisotropia
magnética de la nanoparticula, V es el volumen de la nanoparticula, y por tanto, KV es la barrera
de energia asociada con el cambio de orientacion del vector momento magnético de la
nanoparticula, kg es la constante de Boltzmann y T es la temperatura.

El tiempo de relajacion de Néel puede tener valores de unos pocos nanosegundos a afios 0
incluso periodos de tiempo mayores. Como se puede deducir de la expresion matematica, el
tiempo de relajacion de Néel es una funcién exponencial del volumen de la particula, lo que
explica que la probabilidad del cambio en la orientacion del vector magnetizacién de la particula
se convierta rapidamente en un valor relativamente pequefio para las particulas grandes o los
materiales "bulk”. En ausencia de un campo magnético externo, cuando el tiempo de medida de la
magnetizacion de las nanoparticulas es mucho mayor que el tiempo de relajacién de Néel, la
magnetizacion en promedio aparece como cero. Se dice en este caso que estamos en un estado
superparamagnetico. En este estado, un campo magnético externo es capaz de magnetizar las
nanoparticulas de manera similar a un material paramagnético. Sin embargo, la susceptibilidad
magnética es mucho mayor que la de un paramagnético.

La determinacion del la susceptibilidad AC esta basada en la medida del momento magnético
dependiente del tiempo después de estimular el sistema con un campo magnético alterno. Con este
experimento y conociendo la masa de la muestra, los componentes en fase (y') y fuera-de-fase
(x'") de la susceptibilidad méasica AC son determinados. En la practica, esto es posible aplicando
un campo magnetico AC hy = hycos (wt), controlando la amplitud h, y la frecuencia w. h, se
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elige para lograr un compromiso entre tener suficiente sensibilidad y evitar los efectos no lineales,
mientras que w se toma en el rango donde el equipo tiene la mejor sensibilidad (para los
detectores SQUID, es una buena opcién valores de frecuencia en el orden de 10 Hz). EI momento
magnético medido es m,. = mycos (wt — ¢), que es una cantidad que varia con el tiempo con la
misma frecuencia (w) pero retardada con un desfase ¢ con respecto a le campo magnético
externo. De forma técnica, para describir este comportamiento dependiente del tiempo, se emplea
una notacion compleja, siendo la susceptibilidad méasica y = y' — iy, de maneraque M = pyH,
donde M es el momento magnético por unidad de volumen, p es la densidad de la muestra 'y H el
campo magnético aplicado.

Otra caracteristica de un sistema superparamagnético es la temperatura de bloqueo. Se mide la
magnetizacion de una Unica nanoparticula superparamagnética, definiendo z,, como el tiempo de
medida. Si t,,, > t, la magnetizacion de las nanoparticulas cambiaran de orientacion varias veces
durante la medida, por lo que la magnetizacion medida serd en promedio cero. Si 7, < 7, la
magnetizacion no cambiard de orientacion durante la medida, por lo que la magnetizacién medida
sera un valor no nulo. De esta manera, se define que el sistema estd en el estado
superparamagnético cuando t,, > T; mientras que el sistema se encuentra en un estado de
bloqueo cuando t,, < 7. Por lo tanto, el estado de nanoparticulas (superparamagnéticas o
bloqueadas) depende del tiempo de medida. La transicion entre es estado superparamagnético y el
bloqueado ocurre cuando t,, = . En varios experimentos, el tiempo de medida se mantiene
constante, siendo la temperatura la variable que cambia; de manera que la transicion entre estado
superparamagnético y de bloqueo es visto como una funcion de la temperatura. La temperatura a
la cual t,,, = T es conocida como temperatura de bloqueo magnético (Tg):

KV

TBzw

Cuando se aplica un campo magnético externo a un sistema de nanoparticulas
superparamagnéticas, los momentos de las particulas tienden a alinearse a lo largo del campo
aplicado, produciendo una magnetizacion neta, ver Figura 1-AP.

Ausencia de campo Presencia de campo

magnético Material maghético
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‘5 'Q-O'-d -} hﬁ:&%ﬁico ¢ ¢ ¢ ¢
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Figura 1-AP. Representacion esquematica del alineamiento de los momentos magnéticos de un
conjunto de nanoparticulas magnéticas en ausencia y en presencia de un campo magnético.
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La curva de magnetizacién en funcion del campo magnético de un sistema superparamagnético
se puede comparar en la Figura 2-AP. Vemos que en el magnetismo de particulas pequefias el
perfil de la curva M(H) es una funcion reversible con forma de S, que para algunos casos simples:

1. Si todas las particulas son idénticas (misma barrera de energia y mismo momento
magnético), las direcciones de facil magnetizacidn estan todas orientadas paralelas al campo

magnético aplicado y si la temperatura es suficientemente baja (Tz < T SW)' la
B

magnetizacion del sistema es:

uoHu)

M(H) = nutanh( kT

2. Si todas las particulas son idénticas y la temperatura es lo suficientemente elevada
KV -, .

(T = k—) la funcion sera:
B

uoHu)

M(H) = L
(H) ~ nu (kBT

donde n es la densidad de nanoparticulas en la muestra, u, es la permeabilidad magnética
del vacio, 4 es el momento magnético de la nanoparticula, y L(x) =

funcién de Langevin.

La pendiente inicial de la funcion M(H) es la susceptibilidad magnética de la muestra ():

_ nuou?

para el primer caso
kT

_ npgu?
X= 3kgT
temperaturas mayores que la temperatura de bloqueo si las direcciones de facil magnetizacion de
las nanoparticulas estan orientadas aleatoriamente.

para el segundo caso. Esta susceptibilidad es también valida para todas las

Se puede deducir de las ecuaciones que las nanoparticulas mas grandes tienen un mayor
momento magnético por nanoparticula y, por lo tanto, una mayor susceptibilidad. Esto explica
porque las nanoparticulas superparamagnéticas tienen una susceptibilidad relativamente mas
grande que los materiales paramagnéticos; ya que los sistemas superparamagnéticos se comportan
exactamente igual que un material paramagnético con un gran momento magnético
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Figura 2-AP. Gréfico en el que se muestra el comportamiento magnético tipico de los diferentes tipos
de magnetismo. Por columnas de izquierda a derecha se representa y’vs. temperatura (T), x'’ vs.
temperatura y la magnetizacion (M) en funcién del campo magnético externo (H) a la temperatura
indicada en las flechas, respectivamente. ElI comportamiento magnético tipico de un material
superparamagnético esta representado en el magnetismo de particulas pequefias por encima de cierta

temperatura donde no existen fendmenos de bloqueo magnético.
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Apeéndice 2

Tabla resumen de conversion de unidades entre el Sistema Internacional (SI) y el Sistema
Cegesimal (CGS) para diferentes parametros magnéticos.**

Pararr]ef[ro Simbolo Unidad en Unidad en CGS Factor de conversion
magnético Sl
Densidad de flujo B Tesla (T) Gauss (G) 1IT=10'G
magnético
Campo magnético H Alm Oersted (Oe) 1A/m =% Oe
Magnetizacion M A/m emu/cm® 1 A/m = 10 emu/cm?
Magnetizacion 6 A-m’/kg emu/g 1 A-m’/kg = 1 emulg
masica
Momento m A-m? emu 1 A-m?=10° emu
magnético
Susceptlpllldad K Adimensional Adimensional 47t (S =1 (cgs)
volumétrica
Susceptibilidad 3 emu 1 m3/ka = 10%/4 &m
masica X m'/kg Oe-g g " Oeg
Permeabilidad del Lo H/m Adimensional 47-107 H/m = 1 (cgs)

vacio
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Apéndice 3

En este apartado se explica la metodologia para calcular el factor pre-exponencial (z,) que
., . . R E,
aparece en la expresion de Arrhenius para el tiempo de relajacion (t = 7, exp (ﬁ)) de los
B
espines magnéticos atomicos tras un estimulo magnético. Para nanoparticulas que no
interaccionan entre si, la susceptibilidad fuera de fase y” y la derivada d(T y')/dT estan
relacionadas mediante la expresion:**

oT x. 2, HoM§ (7 ’
a’;xp = —x In(wt,) + 5 dDf (D) + Xgiamagnetica

Dp

1)

donde M es la magnetizacion espontanea, K es la constante de anisotropia, f(D)dD la
fraccion volumétrica ocupada por las nanoparticulas con didmetros comprendidos entre D y
D +dD, Y x/i, 1a contribucion diamagnética debida al agar y la cépsula de gelatina. El limite
inferior de la integral, D, , es el llamado didmetro de bloqueo, definido como
6kpT/TK 13
Db - [lnB(a)ro)]
experimento y 7, el factor pre-exponencial que aparece en la expresion de Arrhenius para el
tiempo de relajacion descrito previamente.

, donde kz es la constante de Boltzmann, w es la frecuencia en el

Por definicion f(D) es una distribucion normalizada; por lo tanto, cuando D,, tiende a cero, la
integral tiende a la unidad. En los limites de baja y alta temperatura, la ecuacién 1 queda de la
siguiente manera:

C 0They 2, poM§
;"IE(I) aT = - ;X In(wt,) + 3K + Xdiamagnética
)
. aTXéxp 17 !
711_I>1;10 aT = - ;X ln((‘)TO) + Xdiamagnética
@)

De las ecuaciones anteriores se puede afirmar que representando d(Tx")/dT vs. x"' se puede
!
calcular To; Xdiamagnética’ MS y K.
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