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RESUMEN

Las nanoparticulas (NPs) magnéticas de 6xido de hierro, como la magnetita y la maghemita,
constituyen uno de los sistemas mds prometedores en los campos de la biomedicina y la
biotecnologia. De entre los numerosos métodos de sintesis de estas NPs, el método
electroquimico destaca por su reproducibilidad, robustez, versatilidad, bajo coste y por la
posibilidad de obtener NPs de didmetro modulable en un amplio rango de tamafios, de entre 10

y 40 nm aproximadamente.

El estudio en esta Tesis Doctoral consistid, en primer lugar, en la optimizacién del método
electroquimico para la obtencién de una serie de NPs de ferrita de zinc de 12 nm de didmetro y
diferente estequiometria, Zn.Fe3«0a4 (0 < x <1). Para ello fue necesario el estudio del efecto de
ciertos pardmetros de reaccidn en las caracteristicas del material sintetizado, tales como la
intensidad de corriente aplicada a la celda electroquimica y la temperatura de reaccion. El método
de sintesis influye en gran medida tanto en las caracteristicas estructurales como en las
propiedades magnéticas de las NPs. Por este motivo, se realizd una caracterizacion exhaustiva de
la serie de ferritas de zinc, definiendo las caracteristicas del material obtenido mediante este

método.

Las NPs obtenidas se recubrieron superficialmente con moléculas de dopamina, generando una
plataforma para el posterior anclaje de moléculas biocompatibles, con el objetivo de aportar
buena estabilidad coloidal y/o funcionalidad especifica para su posterior empleo en biomedicina.

En este trabajo las moléculas empleadas fueron los 4cidos citrico y fdlico.

Posteriormente, se llevd a cabo un estudio toxicolégico in vitro e in vivo (empleando el modelo
animal Xenopus laevis) de las NPs. Los resultados indican que estas no son potencialmente téxicas
hasta concentraciones relativamente elevadas. Ademads, se obtuvieron datos esclarecedores

sobre la absorcién y el metabolismo de las NPs.

Por ultimo, se evalué la efectividad de las NPs sintetizadas para su posible empleo en tratamientos
térmicos combinados contra el cancer, concretamente en el tratamiento de tumores sélidos
mediante hipertermia magnética y de terapia fototérmica. Los resultados obtenidos para las NPs
estudiadas muestran un bajo calentamiento cuando se aplica un campo magnético alterno (SAR),
en tratamientos de hipertermia magnética. Por el contrario, las NPs mostraron altos valores de
eficiencia de conversion fototérmica, siendo posible su modulacién mediante la variacién de la

composicion quimica de las NPs.



SUMMARY

Magnetic iron oxide nanoparticles (NPs), such as magnetite and maghemite, constitute one of the
most promising systems in the biomedicine and biotechnology fields. Among the numerous
methods of synthesis of magnetic ferrite NPs, the electrochemical method stands out for its
reproducibility, robustness, versatility, low cost, green chemistry and the possibility of obtaining

NPs of tuneable diameter in a wide range of sizes, between 10 and 40 nm, approximately.

The study carried out in this Doctoral Thesis consisted, firstly, in the optimization of the
electrochemical method to obtain a series of zinc ferrite NPs of 12 nm in diameter and different
stoichiometry, Zn«Fe ;3504 (0 <x <1). For this purpose, it was necessary to study the effect of certain
reaction parameters on the characteristics of the synthesized material, such as the intensity of the
current applied to the electrochemical cell and the reaction temperature. The synthesis method
greatly influences the structural characteristics such as the magnetic properties of the NPs. For
this reason, an exhaustive characterization of the series of zinc ferrites was carried out, defining

the characteristics of the material obtained by the electrochemical method.

The obtained NPs were coated with dopamine molecules, generating a platform for the
subsequent anchoring of biocompatible molecules, with the aim of providing good colloidal
stability and/or specific functionality for their subsequent use in biomedicine. In this work, the

molecules used were citric and folic acids.

Next, a toxicological study was carried out in vitro and in vivo (using the animal model Xenopus
laevis). The results indicate that NPs are not potentially toxic up to relatively high concentrations.

In addition, clarifying data were obtained on the absorption and metabolism of the NPs.

Finally, the effectiveness of the synthesized NPs for their possible use in combined thermal
treatments against cancer was evaluated, specifically in the treatment of solid tumors using
magnetic hyperthermia and photothermal therapy. The results indicated that the studied NPs are
not suitable for magnetic hyperthermia treatments, due to their low SAR values. On the other
hand, the NPs showed high values of photothermal conversion efficiency, being possible their

modulation by means of the variation of the chemical composition of the NPs.
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CLAVE DE ABREVIATURAS

ACN Acetonitrilo
BSA Albumina de suero bovino
CA Campo alterno

cDNA Acido desoxirribonucleico
complementario

DA Dopamina
D¢ Diametro critico
Dy Diametro hidrodinamico

DLS Dispersion de luz dindmica (“Dynamic
Light Scattering”)

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido desoxirribonucleico
DRX Difraccién de rayos X

E. Anisotropia magnética

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida

EPR Efecto de aumento de la permeabilidad
y la retenciéon (“Enhanced Permeability and
Retention”)

EXAFS Estructura Fina Extendida de
Absorcidn de rayos X (“Extended X-ray
Absorption Fine Structure”)

FBS Suero fetal bovino
FCC Red cubica centrada en las caras

FDA Administracién de alimentos y drogas
(“Food and Drug Administration”)

FM Ferromagnético

FT-IR Espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier

GADPH Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Hc Campo coercitivo

Ms Magnetizacion de saturacidn

Mg Magnetizacidon de remanencia

MMR Disolucion “Marc’s Modified Ringer’s”
n Eficiencia de conversién fototérmica
nBusNBr Bromuro de tetrametil amonio
NIR Infrarrojo cercano

NHS N-hidroxisuccinimida

NPs Nanoparticulas

PBS Tampodn fosfato salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
(“Polymerase Chain Reaction”)

PDI indice de polidispersidad
pl Punto isoeléctrico

rc Radio critico

rspm Radio superparamagnético
RNA Acido ribonucleico

SAR Tasa de absorcidn especifica (“Specific
Absorption Rate”)

SEM Microscopia electrdnica de barrido
SPM Superparamagnético

SQUID Dispositivo de interferencia cuantica
de superconduccion (“Superconducting
Quantum Interference Device”)



Ts Temperatura de bloqueo
TcTemperatura de Curie

Tir Temperatura de irreversibilidad
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TEM Microscopia de electrdnica de
transmision
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VSM Magnetdmetro de muestra vibrante
(“Vibrating-Sample Magnetometer”)

XAS Espectroscopia de Absorcién de rayos X
(“X-ray Absorption Spectroscopy”)

XANES Absorcién de Rayos X Cercana al
Borde (“X-ray Absorption Near Edge
Structure”)

ZFC/FC Curvas “Zero Field Cooling/Field
Cooling”
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1. Introduccion

La nanociencia se define como el estudio y control de la materia a escala nanométrica y la
explotacién de los fendmenos y propiedades singulares como consecuencia de su reducido
tamafio [1], entendiendo como nanomaterial a aquel que consta de al menos una de sus
dimensiones en la escala de 1 a 100 nm [2] (Figura 1. 1). Esta disciplina ha sufrido un desarrollo
exponencial desde el inspirador discurso de Richard Feynman, “There’s plenty of room at the
bottom” [3] en 1959, hasta la actualidad, presentando un sin fin de aplicaciones en diversas
ramas cientificas y tecnoldgicas. Los nanomateriales ya se encuentran en productos de uso
cotidiano como pinturas, materiales de construccion, cosméticos o en la industria alimentaria,

ejerciendo un gran impacto en la sociedad de hoy en dia [4] [5] [6].

#

Atomo  Glucosa DNA Virus Bacteria  Célula Pelo

1A nm 10 nm 100 nm 1pm 10 um 100 pm 1mm lcm
Nanotubo Nanoparticulas Liposoma

08992900
i by
& 95,

Figura 1. 1. Escala comparativa de diferentes estructuras y organismos en el rango de tamaiio de
1Ay 1cm. En la parte inferior se resaltan algunas estructuras nanométricas utilizadas hoy en dia

con aplicaciones tecnoldgicas y/o biomédicas.
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1.1. Nanoparticulas magnéticas

Los materiales en la nanoescala presentan una elevada relacion superficie/volumen, lo que les
confiere una mayor reactividad y unas propiedades fisico-quimicas diferentes en relacion al
material masico (“bulk”). Estas caracteristicas son especialmente interesantes en el ambito de
las nanoparticulas (NPs) magnéticas, ya que ademas ofrecen las ventajas propias de los
materiales magnéticos y la posibilidad de manipular estas propiedades en funcion de

necesidades concretas.

1.1.1. Propiedades magnéticas
Atendiendo al comportamiento de los materiales en presencia de un campo magnético externo,
estos se clasifican como ferro(ferri)magnéticos, antiferromagnéticos, paramagnéticos vy

diamagnéticos.

Un material ferromagnético es aquel en el que todos los momentos magnéticos atdmicos se
encuentran alineados en la misma direccidn y sentido. Debido a ello, este tipo de materiales
presentan un momento magnético permanente en ausencia de un campo magnético externo.
Por el contrario, los materiales antiferromagnéticos se caracterizan por tener sus momentos
magnéticos alineados en la misma direccion, pero con el 50 % de ellos orientados en sentido
inverso, dando lugar a un momento magnético total nulo. Los materiales ferrimagnéticos tienen
un comportamiento intermedio, es decir, presentan momentos magnéticos con la misma
direccion y sentido opuesto, de forma similar a los materiales antiferromagnéticos, pero de
diferente magnitud. Por este motivo, los momentos magnéticos quedan anulados parcialmente,
dando lugar a un momento magnético permanente, de forma similar a los materiales

ferromagnéticos (Figura 1. 2).

y g M
\

Paramagnetismo Ferromagnetismo Antiferromagnetismo Ferrimagnetismo

Figura 1. 2. Orientacion de los momentos magnéticos en las diferentes estructuras magnéticas.

En el caso de los materiales paramagnéticos, los momentos magnéticos se encuentran

orientados al azar, es decir, no se encuentran ordenados magnéticamente. Al aplicar un campo
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magnético externo, los momentos quedaran orientados en el sentido y direccion del campo
aplicado. Se caracterizan por tener una susceptibilidad magnética positiva y de pequefio valor.
Todos los materiales que presentan orden magnético se comportan como paramagnéticos por
encima de una temperatura caracteristica, a partir de la cual la energia térmica impide el orden
de sus momentos magnéticos. Este valor de temperatura se denomina “Temperatura de Curie”
(Tc) en el caso de los materiales ferro/ferrimagnéticos y “Temperatura de Néel” (Tn) en el caso

de los antiferromagnéticos.

1.1.2. Nanomagnetismo

En general, los materiales ferromagnéticos en tamafio masivo y en ausencia de campo
magnético externo, se organizan en dominios magnéticos delimitados por las denominadas
“paredes de Bloch” [7], donde los momentos magnéticos se encuentran alineados entre si, pero
orientados al azar con respecto al resto de dominios que conforman el material (Figura 1. 3a).
Como resultado de este ordenamiento, el balance energético global del sistema queda reducido
al minimo y el momento magnético global se hace cero. En presencia de un campo magnético
externo, se produce el desplazamiento progresivo de las paredes de Bloch, aumentando el
tamafio de los dominios magnéticos en primera instancia, hasta llegar a desaparecer por
completo. Llegado a este punto, todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la
direccion del campo magnético externo aplicado, alcanzando el valor de magnetizacién de
saturacion (Ms). Este proceso es irreversible, lo que significa que en ausencia de dicho campo
magnético los momentos no retornan a su estado original, dando lugar a una magnetizacion
remanente (Mg). Serd necesario aplicar un campo magnético externo en direccidén opuesta para

anular dicha Mg, denominado campo coercitivo (Hc) (Figura 1. 3b).

A medida que el tamafio se reduce, el nimero de dominios magnéticos disminuye hasta un
punto en el cual la generacién de dominios magnéticos no es energéticamente favorable. El
diametro en el cual se produce este fendmeno se denomina didmetro critico (Dc) y se encuentra
en el orden de los nandmetros [8]. El material, por lo tanto, estd formado por un Unico dominio,
en el cual todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma direccidn,
rotando de forma coherente (macroespin) (Figura 1. 3a). La energia de anisotropia magnética, E,
(Ecuacion 1.1), es la responsable de mantener dichos momentos magnéticos alineados en la
direccion de facil imanacién, es decir, la direccion cristalografica energéticamente favorable en
torno a la cual los momentos magnéticos tienden a orientarse de forma espontanea. Esta
energia actla como una barrera energética que impide el giro de los momentos magnéticos y

esta directamente relacionada con la coercitividad del material.
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E, = KVsen?6 (Ec. 1.1)

donde K es la constante de anisotropia magnética, V es el volumen de la particula y 0 es el

angulo entre el momento magnético y el eje de facil imanacion.
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Figura 1. 3. a) Dependencia del campo coercitivo (Hc) y la organizacion en dominios magnéticos
del material, con respecto al didmetro de particula (D), siendo D¢ el didmetro critico y Dsewn €l
didmetro superparamagnético. b) Curvas de magnetizacion caracteristicas de un material
ferromagnético (FM) y otro superparamagnético (SPM) y la representacion de los valores tipicos
de magnetizacion de saturacion (Ms), magnetizacion de remanencia (Mg) y campo coercitivo (H.)

para cada régimen magnético.

La E, es directamente proporcional al tamafio de particula (Ec. 1.1). A tamafios por debajo del D,
su valor se hace comparable al de la energia térmica, ksT (donde ks es la constante de
Boltzmann), provocando una disminucion de la coercitividad. Llegado a un determinado tamario,
(Dspm), la energia térmica sobrepasa la barrera de energia de anisotropia y los momentos
magnéticos comienzan a fluctuar aleatoriamente. Dicha fluctuacidn magnética conduce a un
valor nulo de magnetizacion neta y, por ende, de coercitividad, dando lugar un fenémeno

denominado superparamagnetismo (Figura 1. 4).

La temperatura de transicién del comportamiento ferromagnético al superparamagnético se

denomina temperatura de bloqueo (Ts) [9]:

KV
Ts = 3 (Ec. 1.2)

donde K es la constante de anisotropia magnética, V es el volumen de la particula y kg es la

constante de Boltzmann.
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Por debajo de la Tg, los momentos magnéticos se encuentran bloqueados o congelados, es decir,
es necesaria la presencia de un campo magnético externo para invertir la direccion de facil
imanacion de dichos momentos magnéticos y el material presenta comportamiento
ferromagnético. Por encima de la T, la energia térmica es capaz de superar la energia de
anisotropia y los espines giran libre y aleatoriamente en todas direcciones, presentando
entonces un comportamiento superparamagnético [10]. Esta caracteristica es esencial para el
empleo de NPs magnéticas en biomedicina, ya que hace posible el aprovechamiento de sus

propiedades magnéticas evitando la agregacion de las mismas.

Ferromagnetismo
(E, > KT)

Nanoparticula

Energia térmica
(kgT)

Superparamagnetismo
e @ = @

Figura 1. 4. Diagrama de energia de NPs magnéticas con diferente alineacion del espin
magnético, representando un comportamiento ferromagnético en una particula de mayor
tamarfio (arriba) y un comportamiento superparamagnético en una particula de menor tamafio

(abajo). Modificado de referencia [11].

1.1.3. Ferritas

De entre las NPs magnéticas destacan las basadas en 6xido de hierro, como la magnetita (Fes0.),
maghemita (y-Fe>03) y demas ferritas cuya formula general se define como MFe(3.0s, siendo M
cationes divalentes de los elementos de transicién 3d. Estos dxidos mixtos de hierro poseen
excelentes propiedades magnéticas y eléctricas, con elevados valores de magnetizacion vy
resistividad [11]. Ademads, su baja toxicidad, en la mayoria de los casos, y elevada estabilidad
tanto quimica como térmica [12], hacen que este tipo de NPs sean candidatos ideales para un

gran numero de aplicaciones tecnolégicas y biomédicas [13] [14].
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1.1.3.1. Estructura espinela

La estructura tipo espinela, la cual debe su nombre al mineral homdénimo MgAl,O,, tiene como
férmula general (A%*)[B3*],04, donde A% representa cationes divalentes ocupando posiciones
tetraédricas, representadas entre paréntesis y B3, cationes trivalentes situados en posiciones
octaédricas, representadas entre corchetes. La celda unidad consta de un total de 56 dtomos, de
los cuales 32 son atomos de oxigeno, organizados en una red cubica centrada en las caras (FCC).
En los intersticios de esta red anidnica, 96 en total, se alojan los cationes A y B, ocupando
Unicamente 24 de estas posiciones. Concretamente, los cationes A se encuentran ocupando 1/8
de los 64 huecos tetraédricos de la estructura, mientras que los cationes B ocupan 1/2 de los 32

huecos octaédricos [15] (Figura 1. 5).

Q@

© O~

Figura 1. 5. Estructura de una espinela directa, en la cual los cationes M?* se localizan en
posiciones tetraédricas, indicadas mediante paréntesis (), y los cationes M>* se encuentran

situados en posiciones octaédricas, indicadas mediante corchetes [].

Existen diferentes tipos de espinelas en relacién a la ordenacidn catidnica en el interior de la
estructura. Se denomina “espinela directa” a la estructura en la cual los cationes divalentes
ocupan las posiciones tetraédricas y los trivalentes las octaédricas, (A%*)[B**],04, como por
ejemplo en el caso de Mn304 [16] 0 FeCr,04 [17] (Figura 1. 5). En cambio, la “espinela inversa” se
caracteriza por tener la mitad de los cationes trivalentes localizados en las posiciones
tetraédricas, ocupandolas en su totalidad, mientras que los divalentes ocupan la mitad de las
posiciones octaédricas, (B**)[A%*B*]0,. Este tipo de ordenamiento es el que presentan la
mayoria de las ferritas, por ejemplo Fe3O4 [18], CoFe;04 [19] o NiFe,04 [20]. Ademas, existen

drdenes intermedios, en los cuales los dos tipos de cationes ocupan las posiciones tetraédricas,
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denominadas “espinelas mixtas”, como por ejemplo MnFe;0, [21], de fdérmula general
(A*1.4B>*4)[A%4B%*14])04 (0 < a < 1), donde a es el grado de inversidn [22]. Este grado de inversién
estd determinado por el radio iénico de los cationes, la configuracién de éstos, sus energias de
estabilizacidn del campo cristalino, asi como por el método de preparacion [23] [24] y juega un

papel fundamental en las propiedades magnéticas de estos materiales.
1.1.3.2 Composicidn quimica

1.1.3.2.1. Magnetita

La magnetita, de formula quimica Fes0,, es el mineral de hierro mds abundante y con mayor
contenido en este elemento (72.3%) en la naturaleza. Se encuentra presente, de forma natural
en numerosos organismos tanto procariotas como eucariotas, capaces de sintetizar NPs de
magnetita mediante un proceso denominado biomineralizacién [25]. Estos aprovechan las
propiedades magnéticas de este mineral para orientarse interaccionando con el campo
magnético terrestre, mediante el desarrollo de un sentido denominado magnetorrecepcion [26].
Algunos ejemplos de ello son las bacterias magnetotdcticas [27], ciertos tipos de aves como las
palomas mensajeras [28], peces como los atunes o salmones [29], murciélagos [30] e insectos

como las abejas [31].

El origen magnético de la magnetita, como del resto de ferritas, viene dado por la interaccion
entre los espines mediante interacciones de superintercambio, Jaa, Jes ¥ Jas, que tienen lugar
entre dos iones metdlicos via un ion diamagnético, en este caso el oxigeno, donde Ay B
representan las posiciones tetraédricas y octaédricas, respectivamente. La efectividad de la
interaccion de superintercambio estd descrita mediante la magnitud de J, cuyo valor sera mayor
a menores distancias de interaccién y a menores angulos entre Fe-O-Fe. De modo que el orden

de magnitud de las interacciones serd Jas >> Jas > Jaa [32].

La magnetita forma parte de las denominadas espinelas inversas, descrita por la formula
(Fe**)[Fe*Fe?*]0,, situdndose la mitad de los cationes Fe®* de la subred A (o tetraédrica) y el
resto de cationes Fe3*y Fe?* en la subred B (u octaédrica) [18]. Dentro de cada subred, (A) y [B],
los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma direccion, mientras que ambas
subredes se encuentran alineadas antiparalelamente, con los momentos magnéticos de los
octaedros en un sentido y los de los tetraedros en sentido contrario, lo que origina un

comportamiento ferrimagnético.
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1.1.3.2.2. Ferrita de zinc

El dopaje de la estructura cristalina de Fe;O. con diferentes elementos como tierras raras [33]
[34] [35] o con metales de transicidn [36] [37] [38], es una practica comUnmente realizada con el
objetivo de modificar/mejorar las propiedades de la magnetita. Concretamente, el dopaje con
Zn dando lugar a ferritas de Zn.Fes«0s (0 < x <1), destaca por la naturaleza no magnética del

elemento Zn y su baja toxicidad, en comparacién con otros elementos.

La ferrita de zinc estequimétrica (ZnFe;04), es un éxido de hierro mixto de origen sintético, de
gran estabilidad tanto quimica como térmica y reducida toxicidad [39]. Estas caracteristicas
hacen posible su aplicacién tanto en el campo tecnoldgico, como materiales magnéticos o
dispositivos de grabacién magnética [40] [41], sensores de gas [42] [43] y catalizadores [44]
[45], como en el campo de la biomedicina, como agentes de contraste para resonancia

magnética nuclear de imagen [47] [47] o en tratamientos de hipertermia magnética [48] [49].

La estructura cristalina de la ferrita de zinc en bulk, corresponde a una espinela directa, es decir,
los cationes divalentes Zn?* se sitan en la subred (A), mientras que los cationes trivalentes Fe3*
estdn localizados en la subred [B] [50]. Debido a la naturaleza no magnética de los dtomos de
zinc, esta ferrita muestra un comportamiento antiferromagnético, con una Ty de 10 K [51]. Este
valor tan bajo en la temperatura de orden se debe a las débiles interacciones de
superintercambio Jgs entre los cationes Fe*, en comparacion a las fuertes interacciones Jas de
otras ferritas [52]. Sin embargo, la distribucion catiénica de esta ferrita es dependiente del
tamafio, produciéndose una reordenacién de la misma a escala nanométrica, es decir,
aumentando el grado de inversion. Esta reordenacion catidnica conduce a la formacién de dos
subredes magnéticas, (A) y [B], que debido al aumento de las interacciones Jas entre ambas, dan

lugar a un aumento en la magnetizacién en comparaciéon con la ferrita de zinc de tamaiio

masico [53].

1.1.3.2.3. ZnyFe;3-x04 (0 < x <1)

Como se ha comentado previamente, la ferrita de zinc (ZnFe,0.) posee una estructura de
espinela directa debido a la tendencia de los cationes Zn?** a ocupar las posiciones tetraédricas
(A). Aunque el momento magnético del Zn** es igual a cero, el dopaje de la magnetita con este
cation puede dar lugar a un incremento en la magnetizacién hasta alcanzar un cierto nivel de
dopaje, a partir del cual la magnetizacién comience a disminuir. Este comportamiento se explica
debido a que, inicialmente, los cationes Zn?* tienden a situarse en posiciones (A) en sustitucién
de cationes Fe®, ya que la magnetita tiene estructura de espinela inversa. Por este motivo y para

mantener el balance de cargas, se produce un aumento en el nimero de Fe3 en posiciones [B]

10
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[54]. Por lo tanto, el momento magnético de los Fe3* en las diferentes posiciones (A) y [B],
acopladas antiferromagnéticamente, no se cancela, dando lugar a un aumento de la
magnetizacidon [55]. En el caso de que todo el Zn?* se situase en (A), a valores de x > 0.4
comenzaria a darse la interaccidn antiferromagnética entre los Fe®* cercanos en posiciones [B],
con la consecuente disminucidn del momento magnético neto, hasta llegar a anularse por

completo [56].

Todo ello hace de la ferrita ZnsFe;30a4 (0 < x <1) un sistema muy versatil, que permite el disefio y
control de sus propiedades magnéticas, haciendo posible la adaptacion de dichas propiedades

en funcién de las necesidades requeridas.

1.1.4. Métodos de sintesis

Ademas del tamanfo y la composicidn quimica, otros factores determinantes de las propiedades
magnéticas del material son la forma, homogeneidad, estructura cristalina o microestructura,
gue eventualmente estan influenciados por el método empleado en la sintesis de las NPs.
Actualmente, existe una gran variedad de métodos de sintesis de NPs magnéticas, presentando
cada uno de ellos ciertas ventajas e inconvenientes con respecto al resto. Todos ellos persiguen
un objetivo comun, que es el disefio de un proceso de sintesis que conduzca a la obtencion de
NPs magnéticas monodispersas y de forma y tamafio adecuados, seglin las necesidades.
Ademas, el proceso debe ser reproducible y no requerir procesos posteriores de purificacion,

aparte de ser simple, econdmico y respetuoso con el medio ambiente [57].

En general, los métodos de sintesis de NPs magnéticas, principalmente derivadas de éxido de
hierro, se dividen en dos grandes grupos: “top-down” o descendentes, o “bottom-up” o
ascendentes. Los métodos top-down se basan en la transformacidon del material masico en
nanométrico mediante métodos simples, reproducibles, no contaminantes y facilmente
escalables. Como inconvenientes, presentan dificultad en el proceso de funcionalizacion de las
NPs y una amplia distribucién de tamafios [58], incompatibles generalmente para su aplicacion
en biomedicina. Por el contrario, los métodos bottom-up consisten en la sintesis quimica de las
NPs dividida en las etapas de nucleacién y crecimiento [59]. Este tipo de sintesis permite la
obtencién de NPs monodispersas y de forma y tamafo controlado, siempre y cuando ambas
etapas estén controladas y lo suficientemente separadas en el tiempo [60]. Por ultimo, la sintesis
de NPs en reactores microfluidicos y la sintesis biogénica son métodos ampliamente estudiados

en los ultimos anos, dada la buena calidad de las NPs obtenidas mediante ellos [61].

11
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De todos los métodos nombrados, los mas comunmente utilizados son métodos bottom-up.
Dentro de ellos se puede hacer una divisién dependiendo del medio de reaccién empleado,
acuoso u organico. Los llevados a cabo en medio acuoso y, por lo tanto, a temperaturas menores
de 100 °C, ofrecen las ventajas de proporcionar mayores rendimientos de reaccidn, ser mas
sencillos y menos contaminantes que los métodos que utilizan un medio organico, aunque se
obtienen NPs con mayor dispersion de tamanos. Algunos ejemplos de métodos de sintesis de
NPs en disolucidon acuosa, concretamente de ferrita de zinc, son la sintesis por coprecipitacion
[62], sol-gel [53], por microemulsiones [63] o por microondas [64]. Por otra parte, las llevadas a
cabo en medio orgdnico ofrecen la posibilidad de obtener un mayor control en la distribucién de
tamafios. Sin embargo, presenta el inconveniente de que, debido a la hidrofobicidad del medio
organico, sera necesario un tratamiento posterior para que las NPs adquieran caracter hidréfilo,
necesario para su empleo en biomedicina. Ejemplos de este tipo de sintesis son la

descomposicidn térmica [65], o el método de polioles [66].

1.1.4.1. Método electroquimico
La sintesis de NPs llevada a cabo en este trabajo se basa en un método electroquimico que
consiste en la electro-oxidaciéon de ldminas de metal, en medio acuoso, por la aplicacidon de

corriente o potencial eléctrico sobre las mismas [67].

Las principales ventajas que presenta esta sintesis electroquimica con respecto al resto de
métodos, son su alta reproducibilidad y versatilidad. Este método permite sintetizar NPs de
ferrita de diferente composicion mediante el empleo de electrodos de diferentes metales (Co
[68], Mn [69], Ni [70]), ajustando finamente su estequiometria variando la corriente aplicada a
los electrodos. Ademads, mediante la regulacion de la temperatura de reaccidn, es posible

controlar el diametro de particula en un amplio rango de tamafios (10-40 nm).

Por otro lado, la sintesis permite la obtencidn directa de NPs coloidales en medio acuoso [71],
evitando etapas posteriores de transferencia de medio necesarias en las sintesis realizadas en

medio orgdnico.

Por ultimo, estudios recientes llevados cabo por el grupo de investigacién demuestran que el
proceso es potencialmente escalable, mediante el empleo de un sistema de sintesis de flujo

continuo que permite obtener hasta 1 g/h de NPs [72].
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1.2. Toxicidad

Mientras que la nanotecnologia y la produccidon de NPs crecen exponencialmente, queda mucho
por investigar sobre su impacto toxicoldgico y el posible peligro para la salud humana y el medio
ambiente [73] [74] [75]. La gran relacion superficie/volumen de las NPs se traduce en un
aumento de la reactividad de las mismas, de particular importancia en los mecanismos de
interaccion con los sistemas bioldgicos, que estan lejos de ser completamente dilucidados dada
su complejidad. Incluso NPs del mismo material pueden mostrar diferentes toxicidades debido a,
por ejemplo, pequefias diferencias en el tamafo, forma, grado de agregacién, recubrimiento o
carga superficial [76]. Ademds, tan pronto como las NPs entran en contacto con el medio
biolégico, comienza la adsorcién de biomoléculas y la formaciéon de la denominada “corona
proteica”, modificando las propiedades de las NPs y haciendo que su comportamiento sea dificil
de predecir [77]. Por ultimo, el grado de toxicidad varia en funcion de la dosis de NPs empleada,
el tiempo de exposicion y la linea celular estudiada [78]. Por todo ello y por su gran diversidad,

es necesario el estudio individualizado y exhaustivo para cada sistema concreto.

1.2.1. Distribucion de las NPs en el organismo

La absorciéon de las NPs por parte del cuerpo humano se produce principalmente a través de las
vias respiratorias, el tracto gastrointestinal, la piel y mediante via parenteral. Una vez
introducidas en el organismo, son capaces de distribuirse por el cuerpo alcanzando diferentes
drganos, ya sea de forma directa o a través del flujo sanguineo [79] [80]. Como muestra la
Figura 1. 6, las NPs provenientes de diferentes vias de exposicion pueden dirigirse al mismo

drgano, lo que hace necesario el estudio detallado de cada ruta individual.

Por otro lado, tanto la localizacién final de las NPs en el interior celular, como la posible
citotoxicidad ejercida por las mismas, seran funcion del mecanismo de entrada a la célula a
través de la membrana, que a su vez dependeran de las caracteristicas superficiales de las NPs y

de su tamano [81].

Las NPs se introducen en la célula principalmente mediante endocitosis (Figura 1. 7). A través de
este proceso, las células son capaces de introducir en su interior moléculas de diferentes
tamafios generando invaginaciones de la membrana plasmatica, dando lugar a vesiculas capaces
de ser transportadas a través del interior celular. El proceso de endocitosis puede llevarse a cabo

mediante fagocitosis o pinocitosis.
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Figura 1. 6. Esquema representativo de los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion de las NPs en el organismo. Las lineas continuas representan rutas previamente
demostradas, mientras que las lineas discontinuas representan rutas hipotéticas. Modificado de

referencia [79].

La fagocitosis, mediada por células especializadas como macréfagos, monocitos o neutréfilos, se
encarga de la incorporacién de grandes particulas (> 500 nm), como agregados de NPs o NPs
opsonizadas, patdgenos o restos de células muertas. Por otro lado, la pinocitosis se encarga del
transporte de fluidos y particulas de menor tamafio al interior celular. En funcion del tamafio y
del tipo de interaccién de las particulas con la membrana, los procesos de pinocitosis de dividen
en endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina, macropinocitosis o

endocitosis independiente de clatrina y caveolina [82] (Figura 1. 7).

Por ultimo, las particulas son transportadas a los diferentes orgdnulos celulares tales como el
citoplasma, mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico o incluso el nucleo. La
interaccion de las NPs con los diferentes organulos puede inducir citotoxicidad debido a la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o influyendo negativamente en diferentes
funciones celulares como la actividad mitocondrial, el citoesqueleto, la adhesion celular, el ciclo

celular o la integridad del material genético [81].
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Figura 1. 7. Mecanismos endociticos de entrada de las NPs a través de la membrana celular de
mamifero, en funcion del tamafo, estado de agregacion o funcionalizacion superficial, entre
otros factores. En la parte inferior de la figura se indican los tamafos de las vesiculas endociticas,
tanto en fagocitosis como en las vias de pinocitosis, para la internalizacion de las particulas.

Modificado de referencia [81].

1.2.2. Ensayos de toxicidad

Generalmente, la toxicidad de las NPs se investiga en primer lugar, mediante una serie de
pruebas in vitro. Si los resultados muestran una baja o nula toxicidad, el siguiente paso es la
realizacion de experimentos in vivo. No es raro obtener resultados contradictorios in vitro e in
vivo, dado el gran nimero de funciones y procesos biolégicos que se dan en el organismo,
imposibles de reproducir in vitro [83]. En ultimo lugar, es necesario llevar a cabo ensayos clinicos

en seres humanos para la aprobacidon del uso de las NPs de manera segura [84].

Los experimentos in vitro ofrecen un medio rdpido y simple de obtener datos preliminares de
toxicidad, de menor coste y con menores problemas éticos que los experimentos in vivo. En
general, las técnicas in vitro empleadas actualmente incluyen ensayos de viabilidad y/o
proliferacién celular, evaluacién microscdpica de la internalizacién y localizacién intracelular de
las NPs, analisis de la expresidon génica, evaluacidn de la hemdlisis y genotoxicidad [76]. Dichas
técnicas tienen como inconveniente que a menudo proporcionan poca informacion sobre el

mecanismo de toxicidad originado por las NPs.
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Los experimentos de toxicidad in vivo se centran en el estudio de la farmacocinética de las NPs
en el organismo, es decir, la absorcidn, distribuciéon, metabolismo y eliminacién de las mismas.
Este tipo de estudios permite obtener informacién sobre la toxicidad sistémica de las NPs, como
efectos inmunoldgicos, neuroldgicos, reproductivos, cardiovasculares, del desarrollo o efectos

carcinégenos [83].

1.2.3. Fe y Zn en el organismo

El Fe es un elemento esencial de vital importancia para el correcto funcionamiento del
organismo, implicado en diversos procesos bioldgicos. Tanto su deficiencia como su exceso
tienen graves consecuencias, dando lugar a diferentes patologias [85]. La deficiencia de hierro es
la principal causa de anemia y juega un papel fundamental en la eritropoyesis (produccion de
glébulos rojos), siendo esencial para la correcta funcién mitocondrial, la sintesis y reparacién del
DNA y en multiples reacciones enzimaticas necesarias para la supervivencia celular [86].
Ademads, puede ser causa de defectos en el desarrollo cognitivo y fisico de los nifios, o de
problemas durante el embarazo [87]. El exceso de Fe es también un hecho comun e igualmente
perjudicial para la salud. Se da principalmente en personas con enfermedades genéticas, como
la hemocromatosis hereditaria y demas talasemias [88]. Este tipo de enfermedades da lugar a la
acumulacién de hierro en drganos parenquimatosos, como el higado, el corazén o el pancreas,
originando complicaciones como cirrosis hepdtica, cancer, diabetes, hipogonadismo,

insuficiencia cardiaca y artritis [89].

De igual manera, el Zn es otro elemento esencial implicado en un gran nimero de procesos
biolégicos. Es necesario para mantener la estructura y actividad catalitica de mas de 300
enzimas, implicadas en la mayoria de las rutas metabdlicas del cuerpo y es un componente
estructural de mas de 1000 factores de transcripcion, teniendo un papel clave en la regulacién
de la expresidén génica [90]. También juega un importante papel en la proliferacién celular,
diferenciacidn, apoptosis, integridad de las membranas celulares y en el buen funcionamiento
del sistema inmune [91] [92] [93]. Ademds, estudios recientes demuestran que la deficiencia de
este elemento en la nutricion infantil tiene graves consecuencias en el crecimiento y desarrollo,
aumentando la incidencia de enfermedades infecciosas como diarrea, neumonia o malaria,

entre otras [94].

Debido a la gran implicacion de ambos elementos en diferentes procesos celulares, los
organismos presentan diversos mecanismos para su transporte y almacenaje de forma no tdxica
[95] [96], de modo que las NPs de ferrita de zinc podrian ser absorbidas por el organismo e

incorporadas a las reservas de Fe y Zn del cuerpo de forma segura [97]. Ademas, las dosis diarias
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de Fe y Zn recomendadas por la Food and Drug Administration (FDA) son de 18 y 15 mg/dia [46],
respectivamente, que son mucho mas altas que las correspondientes a cualquier otro material

biocompatible [98].

1.3. Aplicaciones biomédicas

Las NPs magnéticas de 6xido de hierro constituyen uno de los sistemas mas prometedores en el
campo de la biomedicina. Su baja toxicidad, biocompatibilidad, excelentes propiedades
magnéticas (superparamagnetismo) y la facil y versatil funcionalizacién de su superficie, abren
un amplio abanico de posibles aplicaciones biomédicas. Estas aplicaciones cubren funciones
tanto de diagndstico, como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen [99],
biosensores [100] o marcaje celular [101]; como funciones terapéuticas, como hipertermia
[102], liberacién dirigida de farmacos [103], regeneracién de tejidos [104] o terapia génica [105].
Los recientes avances en nanomedicina han dado lugar al desarrollo de nanomateriales que
combinan las funciones terapéutica y de diagndstico, proporcionando efectos sinérgicos en el
tratamiento del cancer a través de la combinacién de diferentes modalidades, lo que se conoce

como “teragnosis” [106] [107] [108].

Para que las NPs magnéticas sean aptas para su aplicacién en biomedicina deben cumplir una
serie de requerimientos, como ser biocompatibles, o tener una estrecha distribucién de
tamafios. Ademas, las NPs deben presentar comportamiento superparamagnético, evitando asi
la interaccidon magnética entre ellas, su consecuente agregacién y la posible obstruccién de los

conductos capilares [57].

Una vez dispersas en el torrente sanguineo, las NPs tienden a acumularse selectivamente en
tejidos tumorales debido al efecto de aumento de la permeabilidad y la retenciéon (EPR). El
efecto EPR se debe a las deficiencias en la vascularizacidn y en el sistema de drenaje linfatico de
los tumores, causando un aumento en el tamafio de los poros de la pared endotelial, en
comparacion con el tejido sano [106]. Este tipo de direccionamiento de las NPs se denomina
pasivo. Por otra parte, las técnicas de direccionamiento activas se basan en la adecuada
funcionalizacion superficial de las NPs con, por ejemplo, moléculas cuyos receptores estén
sobreexpresados en células tumorales [109] o en dirigir magnéticamente las NPs hacia la zona a
tratar con la ayuda de un campo magnético. Por este motivo, el correcto disefio del
recubrimiento de las NPs juega a su vez un papel fundamental en la eficacia del tratamiento.

Diferentes factores como la carga superficial o el tipo de moléculas que recubren las NPs
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determinaran, por tanto, su estabilidad coloidal, el tiempo de residencia en sangre, la
efectividad de la internalizacién por parte de las células y aportaran funciones especificas en su

interior [110].

Por ultimo, cabe decir que las NPs de 6xido de hierro son capaces de generar calor en respuesta
a ciertos estimulos externos, concretamente a la aplicacion de luz o un campo magnético alterno
(CA) externo. Este incremento controlado y localizado de temperatura puede ser utilizado como
terapia térmica, o combinado, por ejemplo, para liberacion de farmacos en respuesta a

estimulos [111].

1.3.1. Terapias térmicas

Los efectos beneficiosos de la terapia térmica en el tratamiento del cancer han sido
demostrados recientemente por un gran numero de investigadores [112], generando un
incremento exponencial en el nimero de articulos de investigacion publicados en relacién a este
tema de estudio. El aumento de la temperatura de forma controlada y localizada, da lugar a una
gran cantidad de procesos bioldgicos [113] (Figura 1. 8), que en general son funcion del
incremento de temperatura y de la duracién del tratamiento [114], pudiendo variar entre los

diferentes tipos celulares.

60 °C DANO IRREVERSIBLE
« Desnaturalizacion irreversible de proteinas
*Dafio y desnaturalizacion de DNA

*Dafio irreversible a cortos tiempos de tratamiento (4 a 6 min)

48 °C
HIPERTERMIA

* Desnaturalizacion y agregacion de proteinas

* > Susceptibilidad a |la radiacién y a la quimioterapia

Temperatura

*Dafos irreversibles a largos tiempos de tratamiento (> 60 min)
41 °C

DIATERMIA
*Mantenimiento de la homeostasis celular
*Incremento del flujo de difusion transmembranar

*Incremento del torrente sanguineo
37°C

Figura 1. 8. Diagrama esquemdtico de los diferentes efectos originados a consecuencia de

tratamientos térmicos, en funcion de la temperatura de operacion. Adaptado de referencia [115].

Ademas, el efecto se ve incrementado en el caso de las células tumorales, ya que éstas son mas

susceptibles a los cambios de temperatura que las células sanas [116]. La combinacion de los
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tratamientos tradicionales de quimioterapia con la terapia térmica resulta en una mejora de la

efectividad de éstos, junto a una reduccidn de los efectos secundarios asociados [117] [118].

En este trabajo se ha estudiado la viabilidad las NPs de ferrita de zinc sintetizadas para su posible
empleo en tratamientos térmicos combinados contra el cancer, concretamente en el

tratamiento de tumores sélidos mediante hipertermia magnética y de terapia fototérmica.

1.3.1.1. Hipertermia magnética

La hipertermia magnética se basa en la capacidad que tienen ciertas NPs magnéticas de
transformar energia magnética en calor, bajo la influencia de un campo magnético alterno. Las
NPs superparamagnéticas tienden a alinear sus momentos magnéticos en la misma direccién
que el campo magnético externo aplicado. Cuando este campo magnético cesa, los momentos
de las NPs se relajan, retomando su posicién inicial. Este proceso de relajacidon puede llevarse a
cabo mediante dos mecanismos diferentes: la relajacién tipo Néel y tipo Brown [119]

(Figura 1. 9a).

La relajacién de Néel implica la rotacién interna del momento magnético, con un tiempo

caracteristico, tv, definido como:
Ty = Tg€exp (:TVT) (Ec. 1.3)

donde 1, = 10° s, K es la constante de anisotropia, V es el volumen de la nanoparticula

magnética, ks es la constante de Boltzmann y T es la temperatura.

Por otro lado, la relajacidon browniana se refiere a la rotacién fisica de la propia NP en el medio

en el que se encuentre dispersa, estando su tiempo de relajacidn caracteristico, 1s, definido por:

_ 3nVy
Tg = P (Ec. 1. 4)

donde n es la viscosidad del medio, Vyes el volumen hidrodinamico de la nanoparticula, ks es la

constante de Boltzmann y T es la temperatura.
El tiempo de relajacidn efectivo resulta de la combinacién de ambos mecanismos:
1
;=—+— (Ec. 1.5)

Ambos mecanismos son dependientes del tamafio de particula, aunque por lo general, la
disipacion de energia mediante el mecanismo de relajacion de Néel prevalecera en NPs

pequefias, mientras que la relajacién Browniana sera dominante en NPs de mayor tamaiio.
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Cuando la frecuencia del campo magnético alterno aplicado supera al tiempo de relajacion de
las NPs (t), estas pasan a tener un comportamiento ferromagnético, presentando histéresis. La
energia disipada en forma de calor por parte de las NPs sera equivalente al area del ciclo de
histéresis generado (Figura 1. 9b). Por este motivo, las NPs que posean altos valores de
magnetizacion de saturacidon (Ms) y campo coercitivo (Hc), seran buenos candidatos para ser
utilizados en tratamientos de hipertermia magnética. Aparte de las propiedades magnéticas de
las NPs, otros parametros como el tamafio y su polidispersidad, la forma, la composicién
quimica, viscosidad del medio y la funcionalizacién superficial de las mismas serdn

determinantes en su capacidad para generar calor.

a) b)

Néel

‘ ‘ MR

Brown

He |
0 -’ @§ Energia térmica
& B

Figura 1. 9. a) Mecanismos de relajacidn tipo Néel y Brown. b) Area del ciclo de histéresis (rojo)

equivalente a la energia disipada en forma de calor por parte de las NPs.

Las interacciones dipolares entre NPs son otro parametro clave en la eficacia de calentamiento
de las mismas. Estas interacciones serdn funcidn de la estabilidad coloidal de las NPs y de la
concentracion a la que se encuentren. Los datos encontrados en la literatura indican que las
interacciones dipolares pueden ejercer un papel favorecedor [120] [121] [122] o perjudicial
[123] [124] [125] en el proceso de disipacidn de calor, dependiendo de la disposicidn relativa en

la que se encuentren las NPs.

Por ultimo, cuanto mayor sean la frecuencia, f, y amplitud, H, del campo magnético alterno
aplicado, mayor sera el calor disipado. Trabajando a mayores frecuencias, se producira un mayor
numero de ciclos de histéresis por segundo y a mayor campo magnético alterno aplicado, mayor
serd el drea de cada ciclo, hasta llegar a la saturacidn. Sin embargo, para garantizar la seguridad
de los pacientes durante los tratamientos de hipertermia magnética, evitando dafiar el tejido
sano debido a la exposicion a la radiacidn electromagnética, se ha establecido un limite

experimental en el factor Hf de 5 x 10° Ams [126].
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Una de las principales limitaciones de esta técnica es la dificultad para ejercer un control preciso
de la temperatura alcanzada en el tejido tumoral. Como se ha comentado previamente, si la
temperatura alcanza ciertos valores, el tratamiento podria tener efectos perjudiciales y danar el
tejido sano cercano al tumor. El candidato ideal para ser utilizado como agente
termosensibilizador en terapias de hipertermia seria aquel que, aparte de ser biocompatible,
posea unas propiedades magnéticas adecuadas y presente una Tc justo por encima de la
temperatura terapéutica, ~43 °C. De esta forma el agente dejaria de calentar una vez alcanzada

la temperatura deseada, evitando el sobrecalentamiento de la zona a tratar [127] [128].

A pesar de que las NPs metdlicas presentan las mejores propiedades magnéticas, las NPs de
Oxido de hierro son las mas estudiadas para aplicaciones de hipertermia, debido a su baja
toxicidad, buena biocompatibilidad, facilidad de sintesis y funcionalizacién superficial, lo que
abre un gran abanico de posibilidades. Concretamente, la ferrita de zinc reune todas esas
cualidades y, ademas, como se comenté previamente, sus propiedades magnéticas pueden ser
modificadas de forma controlada mediante la variacién de su tamafio y composicién. A priori,
mediante un minucioso disefio, seria posible la sintesis de NPs de Fes0, dopadas con Zn,
ZnyFeE«04 (0 < x <1), con una Tc lo suficientemente baja para ejercer un control de temperatura

autorregulado, 6ptimo para tratamientos de hipertermia magnética.

1.3.1.2. Terapia fototérmica
Algo mas novedosa es la terapia fototérmica inducida con luz laser en el infrarrojo cercano (NIR)
gue, mediante el empleo de nanomateriales adecuados, se estd abriendo camino hoy en dia

como uno de los tratamientos no invasivos mas efectivos.

La técnica se basa en el empleo de un transductor fototérmico capaz de absorber y convertir
eficazmente la luz NIR en calor, de forma no radioactiva [129]. Cuando una NP es irradiada por
un haz de luz, parte de los fotones incidentes seran dispersados, mientras que otra parte seran
absorbidos por las NP. La energia absorbida puede ser liberada mediante la emisidn de fotones,
de energia diferente a la incidente, dando lugar al fendmeno de luminiscencia, o mediante la
emisidon de fonones, originando calor [115] (Figura 1. 10a). Cuanto mayor sea la eficiencia de
absorcion de las NPs y mas bajo sea el rendimiento cuantico de luminiscencia, mayor serd su

eficacia en la conversién de luz en calor.

Las longitudes de onda comprendidas entre los 650 y los 900 nm de la region NIR, también
denominada como “ventana bioldgica”, son las mas adecuada en terapias contra el cancer ya

gue en esta regién la absorcion por parte del agua y de la sangre (concretamente, de la
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hemoglobina) es minima, mientras que la transmitancia por parte los tejidos es maxima
(Figura 1. 10b). Esto permite la penetracion no invasiva de la luz, alcanzando tejidos
relativamente profundos, hasta 10 cm [130] [131]. Paralelamente, el limite conservativo
recomendado para la intensidad del ldser de 808 nm, longitud de onda mas comuinmente
utilizada en terapias fototérmicas, para la exposicién de la piel humana esta establecido en

0.33 W/cm? [132].
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Figura 1. 10. a) Representacion esquemadtica de los diferentes procesos de disipacion de energia,
originados al irradiar una NP con un haz de luz. Modificado de referencia [115] b) Espectro de
absorcion de la hemoglobina y del agua en la region del NIR, en la cual los tejidos se consideran

Opticamente transparentes. Modificado de referencia [133].

Se han desarrollados diferentes tipos de agentes para terapia fototérmica que satisfacen todas
las caracteristicas previamente descritas. Ejemplos de ello son nanomateriales basados en oro
[134] [135] [136] y en sulfuro de cobre [137] [138], nanoestructuras de carbono como éxido de
grafeno [139] [140] [141], “quantum dots” [142] [143] o nanotubos de carbono [144] y NPs
dopadas con tierras raras [145] [146] [147]. Recientemente, se esta investigando el empleo de
materiales magnéticos como las NPs de 6xido de hierro, dada su demostrada capacidad de
conversion de luz en calor [148] [149] [150]. Los estudios Sadat et al. y Zhao et al. identificaron el
efecto fototérmico de NPs de Fes0, en términos de emisiéon de fotoluminiscencia en la regién
NIR [151] [152]. Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de trabajos publicados, los
mecanismos que gobiernan este fendmeno estdn aun lejos de ser completamente

comprendidos.
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2. Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral consiste en desarrollar un nanomaterial magnético
para su empleo como agente termosensibilizador en tratamientos biomédicos contra el cancer y
gue a su vez sea autolimitante en la generacién de calor, reduciendo asi los posibles efectos

secundarios del tratamiento.
Para cubrir dicho objetivo, fue necesaria la realizacién de las tareas descritas a continuacién:

- Optimizacién de un método de sintesis electroquimico para la obtenciéon de una serie de NPs
de ferrita empleando elementos de baja toxicidad, concretamente Fe y Zn, con diferente

estequiometria, ZnsFe304(0 < x < 1).

- Caracterizacion estructural y magnética de las NPs sintetizadas mediante técnicas generales
como difraccién de rayos X, microscopia electréonica de transmisidn, espectrometria éptica de
emision de plasma, analisis termogravimétrico, SQUID, magnetometria de muestra vibrante y
mediante técnicas mds especificas como difraccion de neutrones, absorcion de rayos X o

espectroscopia Raman.

- Seleccién de la estequiometria y tamano adecuados de las NPs para la obtencién de un
material que presente una temperatura de orden magnético en torno al limite terapéutico,
llegando a un compromiso en cuanto a la magnetizacién de saturacién y un diametro en el cual
las NPs presenten comportamiento superparamagnético, evitando asi la agregacidn de las

mismas.

- Funcionalizacién superficial de las NPs con moléculas biocompatibles, con el fin de generar una
superficie activa y dotar a las NPs de buena estabilidad coloidal. Evaluacion de la calidad de la

funcionalizacién mediante medidas de potencial Zeta y dispersién de luz dindmica.

- Estudio de la toxicidad de las NPs in vitro en diversas lineas celulares e in vivo, trabajando con

embriones en el estadio 38 del modelo animal Xenopus laevis.

- Evaluacién de la efectividad de las NPs para su posible empleo en biomedicina, en tratamientos
térmicos combinados contra el cancer. Concretamente, el estudio se centra en evaluar la
viabilidad de las NPs como posibles agentes en tratamientos de hipertermia magnética y de

terapia fototérmica.
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3. Materiales y métodos

3.1. Sintesis electroquimica de NPs de ferrita de zinc

La sintesis electroquimica de NPs de ferrita de zinc se llevd a cabo siguiendo un método
previamente desarrollado y optimizado para la obtencién de NPs de ferritas de diferente
composicion con cationes divalentes de Fe, Co, Ni o Mn [67] [70] [68] [69]. El método consiste en
la electro-oxidacion galvanostatica de ldminas de hierro y zinc en medio acuoso, en una celda

electroquimica de tres electrodos, empleando dos dnodos de hierro y zinc y un catodo de hierro.

Las reacciones de oxidacién (Ecuaciones 3.1-3.4), reduccién (Ecuacién 3.5) y la reaccion global de

la sintesis (Ecuacién 3.6) se detallan a continuacién:

Reacciones anddicas:

In <> In*+2e (Ec. 3.1)
Fe <> Fe*+2e (Ec.3.2)
Fe?* <> Fe*+1le (Ec. 3.3)
H,0<> 2H' +2e + %0, (Ec. 3. 4)
Reaccién catddica:
2H,0 +2e° <2 Hy +20H (Ec. 3.5)

Reaccién global:

(3—x)Fe*+xZn**+ 40H + 0, + 2e° <> Fe®',Zn*Fe3",0,+ 2H,0 (x+y)=1 (Ec.3.6)

El mecanismo de reaccidn propuesto para la formacion de las NPs de ferrita de zinc transcurre
mediante la generacién de cationes Fe y Zn en la disolucion debido a la oxidacidn de las l[aminas
metdlicas o dnodos. Estos cationes reaccionan con los aniones OH™ generados en el catodo
mediante la reduccién del agua, formando los correspondientes hidréxidos. Finalmente, dichos

hidréxidos se combinan entre si, en presencia de oxigeno, dando lugar a la ferrita de zinc [72].

Para la fabricacion de los dnodos se emplearon laminas de hierro y zinc de 2 cm?de &rea, 0.25 y
0.20 mm de espesor y una pureza de 99.5 y 99.9%, respectivamente (Goodfellow). Para la
fabricacion del catodo se empleé el mismo material del dnodo de hierro, con un area de
120 cm?. Los &nodos se dispusieron enfrentados el uno al otro, con una separacién de 1 cm de

distancia, colocando al cdtodo cilindrico alrededor de los mismos, como muestra la Figura 3. 1.
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Potenciostato

q"l: Fe
Oﬂ@ Zn

Catodo ——

i

Anodos ———

Figura 3. 1. Esquema del montaje experimental utilizado para la sintesis electroquimica de las

NPs de ferrita de zinc.

La reaccion se llevd a cabo en un reactor termostatizado con un volumen de 100 mL, empleando
una disolucidon acuosa 0.04 M de bromuro de tetrabutilamonio (nBusNBr) (Sigma-Aldrich,
>99.0%) como electrolito soporte. Dicho electrolito actia simultdneamente como agente

surfactante, evitando la agregacion de las NPs durante el proceso de sintesis.

La reaccion se llevd a cabo en un tiempo de 30 minutos, con una agitacion magnética constante
de 1100 rpm. ElI material sintetizado se decantd magnéticamente con ayuda de un iman de
neodimio de 0.6 T y se lavd con agua desionizada hasta obtener un sobrenadante libre de
impurezas. Por Ultimo, el sélido obtenido se secé a vacio, a una temperatura de 60 °C durante 12

horas, para su posterior caracterizacion.
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3.1.1. Efecto de la intensidad de corriente aplicada

La reaccién de electro-oxidacidon de las ldminas metdlicas se realiza galvanostdticamente, es
decir, haciendo pasar una densidad de corriente fija y definida a la celda electroquimica. La
cantidad de cationes de Fe y Zn generada y, por consiguiente, la cantidad relativa de iones o
fraccion [Fe/Zn] presente en el medio de reaccidén, estd directamente relacionada con la
velocidad de oxidacién de los dnodos, que depende a su vez de la intensidad de corriente
aplicada a la celda. Atendiendo a la estequiometria de la ferrita de zinc, ZnFe,04, se observa que
la relacion molar entre el hierro y el zinc es 2:1 y de acuerdo a lo comentado previamente, la
intensidad de corriente aplicada al anodo de hierro debe ser el doble a la aplicada al 4nodo de
zinc. La variacién de dicha relacion posibilita la obtencidon de ferritas de zinc de diferente
estequiometria, con contenidos de Zn entre 0-1, y contenidos de Fe entre 2-3. Para ello, la
intensidad de corriente aplicada al dnodo de hierro se fijo6 en 100 mA en todos los casos,
mientras que la aplicada al anodo de zinc se varidé en el rango de 5-50 mA, obteniéndose
materiales con diferente composicién (Zn«Fe;30a, 0<x<1). Las intensidades de corriente se
generaron utilizando un potenciostato/galvanostato Amel 549. La temperatura de reaccion fue,
inicialmente, de 25 °C en todos los casos. La nomenclatura de las muestras se realizd en funcién
de la intensidad de corriente aplicada al anodo de zinc: ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50) y

gueda resumida en la Tabla 3. 1.

Tabla 3. 1. Condiciones experimentales empleadas en la sintesis electroquimica de las NPs de

ferrita de zinc, donde | es la intensidad de corriente aplicada y Tr es la temperatura de reaccion.

I (mA)
TR=5°C TR=25°C TR=40°C TR=60°C

Fe Zn

100 5 ZnFe(5)5°C ZnFe(5)25°C ZnFe(5)40°C ZnFe(5)60°C
100 10 ZnFe(10)5°C  ZnFe(10)25°C  ZnFe(10)40°C  ZnFe(10)60°C
100 20 ZnFe(20)5°C  ZnFe(20)25°C  ZnFe(20)40°C  ZnFe(20)60°C
100 30 ZnFe(30)5°C  ZnFe(30)25°C  ZnFe(30)40°C  ZnFe(30 60°C
100 40 ZnFe(40)5°C  ZnFe(40)25°C  ZnFe(40)40°C  ZnFe(40)60°C
100 50 ZnFe(50)5°C  ZnFe(50)25°C  ZnFe(50)40°C  ZnFe(50)60°C

3.1.2. Efecto de la temperatura de reaccion
Con el objetivo de estudiar la influencia de la temperatura de reaccion en el tamafio y
composicion de las NPs sintetizadas, se realizaron experimentos a 5, 25, 40 y 60 °C, para cada

relacién de intensidades de corriente aplicada detallados en el apartado 3.1.1. Efecto de la

31




3. MATERIALES Y METODOS

intensidad de corriente aplicada La nomenclatura de las muestras se realizd en funcién de la
intensidad de corriente aplicada al dnodo de zinc (X) y la temperatura de reaccién (Tg):

ZnFe(X)(Tg) (X =5, 10, 20, 30, 40, 50) (Tr =5, 25, 40, 60) y queda resumida en la Tabla 3. 1.

3.1.3. Estabilidad térmica de las NPs

Para evaluar la estabilidad térmica de las NPs y estudiar posibles cambios en su microestructura,
se realizd un tratamiento térmico de la serie de NPs sintetizadas descrita en el apartado 3.1.1.
Efecto de la intensidad de corriente aplicada., es decir, aquellas sintetizadas a 25 °C con
diferente intensidad de corriente en el anodo de zinc. El proceso consistié en un tratamiento
térmico de 580 °C durante 12 horas en un horno. La serie de muestras se denominan como:

ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50).

3.1.4. Sintesis de NPs de ferrita de zinc de 12 nm

Tras la caracterizacién de las NPs obtenidas mediante los protocolos descritos en los apartados
3.1.1. Efecto de la intensidad de corriente aplicada y 3.1.2. Efecto de la temperatura de reaccion;
se optimizaron las condiciones de reaccion con el objetivo de obtener NPs de ferrita de zinc con
diferente contenido en Zn y mismo diametro (~12 nm). Para ello, se aplicaron las intensidades
de corriente a los anodos de hierro (100 mA) y zinc (5, 10, 20, 40, 50 mA) previamente descritas,
optimizando la temperatura de reaccién para cada una de ellas. El resto de pardmetros de
reaccién como volumen del reactor, disposicion de los electrodos, tiempo de reaccion, velocidad
de agitacidn y proceso de lavado, se mantuvieron invariables respecto a los descritos en el
apartado 3.1. Sintesis electroquimica de NPs de ferrita de zinc. La nomenclatura de las muestras

y las condiciones de sintesis dptimas quedan resumidas en la Tabla 3. 2.

Tabla 3. 2. Nomenclatura de la serie de muestras de NPs sintetizadas con diferente
estequiometria y mismo tamafo (12 nm), donde | es la intensidad de corriente aplicada y Tr es la

temperatura de reaccion.

I (mA)

ZnFex0s Tr
Zn (°C)

Znoi7Fe2s304 100 5 5

Zno24Fe27604 100 10 5
ZnossFe24704 100 20 40
Znos7Fe23304 100 30 55
ZnosoFe22004 100 40 70
ZnossFer0704 100 50 80
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3.2. Funcionalizacion superficial de las NPs

3.2.1. Funcionalizacion superficial con dopamina

La funcionalizacidn superficial de las NPs con moléculas de dopamina (DA) permite mejorar la
estabilidad coloidal de las mismas. Al mismo tiempo, genera una superficie activa de grupos
amino libres que pueden servir como puntos de anclaje de otras moléculas de interés en

procesos posteriores de funcionalizacién [153] [154].

El anclaje de las moléculas de DA se produce mediante la unién del grupo catecol de las mismas
con los cationes de hierro presentes en la superficie de las nanoparticulas [155] [156]. Para ello,
se resuspendid una cantidad de 20 mg de muestra ZnsFe304(0 < x < 1) en un volumen de 3 mL
de acetonitrilo (ACN) (Sigma-Aldrich). A continuacion, se afiadieron 250 mg de clorhidrato de
dopamina (Sigma-Aldrich) y la mezcla se introdujo en un bano de ultrasonidos durante 1 hora
(Figura 3. 2). Posteriormente, la muestra se lavdé de nuevo con ACN con el fin de eliminar el
exceso de DA sin reaccionar del medio, separando el sdlido del liquido magnéticamente.
Finalmente, las NPs se llevaron de nuevo a medio acuoso mediante diversos lavados con agua
desionizada, separando en este caso el sélido del sobrenadante mediante centrifugacién, 15
minutos a 9000 rpm, empleando una centrifuga Hettich Universal 320. Inmediatamente, la
muestra se sonicd durante 15 minutos y se conservd a una temperatura de 4 °C. La muestra se

denominé como ZnyFe3.0s@DA (0 < x < 1).

NH
9 = 2

0
. Sonicar (1 h)

NH,

M..\l_./\
anFe{3_x}04 anFeB_x}Oq_@ DA

Figura 3. 2. Esquema de funcionalizacion superficial de las NPs de ZnsFe;.x04(0 < x < 1) con DA

mediante quimica del catecol.
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3.2.2. Anclaje de moléculas biocompatibles

Como se comentd en el apartado 3.2.1. Funcionalizacion superficial con dopamina., la
funcionalizacién superficial de las NPs con moléculas de DA permite el anclaje de nuevas
moléculas mediante los grupos amino libres, aportando funciones especificas a las mismas. Las
moléculas biocompatibles elegidas para su anclaje a los grupos amino aportados por la DA
fueron los acidos citrico y félico. El acido citrico aporta excelentes propiedades coloidales, al
igual que el acido félico, que ademads favorece la internalizacién de las NPs en la mayoria de las
células tumorales, ya que estas presentan receptores de folatos sobre-expresados en su

membrana plasmdtica [109].

El anclaje de las moléculas se realizé mediante la formacién de un enlace amida entre el grupo
amina aportado por la DA y los grupos carboxilicos de los acidos citrico y folico (Sigma-Aldrich).
La formacidn del enlace se llevd a cabo a través de una reaccién de acoplamiento mediada por
los reactivos clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-hydroxisuccinimida

(EDC/NHS) [157] (Sigma-Aldrich) (Figura 3. 3).

Para ello, se disolvieron 0.16 mmol de acido (félico o citrico) en un volumen de 10 mL de
N,N-dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich) y agua desionizada en proporcién 1:1. Se ajusto el
pH a un valor de 8 con NaOH (Sigma-Aldrich). A continuacidn, se afiadieron 0.32 mmol de EDC y
NHS a la disolucidn, se reajustd el pH a 8 y la mezcla se agitd magnéticamente y en oscuridad
durante 4 horas para la activacidon de los grupos carboxilicos de ambos acidos. Por ultimo, se
afiadieron 40 mg de Zn,Fe;0.@DA y la mezcla se dejé agitando mecdnicamente 12 horas para
la reaccidn de conjugacion. Pasado este tiempo, las NPs se lavaron repetidamente con agua
desionizada, separando la fase sélida del sobrenadante mediante centrifugacion durante 15
minutos a 9000 rpm. Las muestras se sonicaron durante 15 minutos y se conservaron a una
temperatura de 4 °C para su posterior uso. Las muestras funcionalizadas con &cido citrico se
denominaron ZnuFe(3x0.@Cit, nombrando como ZnyFe40s@Fol a las funcionalizadas con acido

folico.
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O OH

NH,

CI?%
/ Zn,Fe ;,,0,@Cit J\l Q

1) EDC/NHS (4h)
Agitar (12h)

\

0 COZH

HNJI ]/\ COgH

anFe(3_x)O4@ DA

Fol-HN

Zn,Fe;;,,0,@Fol

Figura 3. 3. Esquema de reaccion de funcionalizacion superficial de las NPs de ZnyFe.xO.@DA

(0 < x < 1) mediante anclaje de los dcidos citrico (Cit) y folico (Fol) a las moléculas de DA.

3.3. Caracterizacion estructural, morfoldgica y quimica

3.3.1. Difraccion de rayos X

La estructura cristalina de las NPs se caracterizd mediante la técnica de difraccion de rayos X
(DRX). Esta técnica se basa en la dispersion elastica del haz de rayos X al entrar en contacto con
la nube electrénica de los atomos que forman parte de la estructura cristalina. El factor de
dispersidn, por tanto, depende directamente del nimero de electrones del &tomo que dispersa.
Los rayos X difractados en ciertas direcciones, son amplificados por interferencia constructiva

(Figura 3. 4).
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Figura 3. 4. Ejemplo de difraccion con interferencia constructiva.

Aplicando la Ley de Bragg (Ecuacién 3.6) que relaciona los angulos de interferencia constructiva

con las distancias entre planos cristalinos, es posible generar un patrén de difraccion,

nA = 2d senf (Ec. 3.6)
donde n son numeros enteros, A es la longitud de onda del haz de rayos X incidente, d es la
distancia interplanar de la red cristalina y 6 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de

dispersion.

El equipo utilizado fue un difractdmetro X’Pert PRO (Panalytical) con geometria 6/26, con
radiacion Cu(Ka) = 1.5418 A, equipado con un monocromador secundario y un detector Si-Li SOL-
X (Bruker). El difractdmetro se encuentra en el Servicio Interdepartamental de Investigacidn
(Sidl) de la UAM. Los difractogramas se registraron entre 10° y 80° (26), con un incremento
angular de 0.04° y un tiempo de adquisicidon de 4 s/paso. El ensanchamiento instrumental se

corrigio utilizando un patrén de Si medido en las mismas condiciones.

Los difractogramas se analizaron mediante el método de refinamiento Rietveld [158], utilizando
el programa Fullprof Suite [159]. Este método de refinamiento genera un modelo matematico
ajustado al patrén de difraccidn obtenido experimentalmente, mediante el método de minimos
cuadrados. Esto nos permite conocer detalles estructurales de los cristales, como son el tamafo

de cristal, los parametros de red o la distribucién catidnica.

3.3.2. Difraccion de neutrones

Al igual que la DRX, la difraccién de neutrones se basa en la dispersién eldstica de la radiacion
proveniente de estos. Debido a su naturaleza sin carga, los neutrones tienen una mayor
capacidad de penetracién en la materia, interaccionando con el nucleo atdmico. En este caso la

dispersidn de la radiacidn se debe a propiedades del nicleo atémico y no del numero atémico.
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Este hecho nos permite discernir entre elementos ligeros y/o de similar nimero atémico, lo cual
supone una ventaja frente a DRX donde es complicado distinguir entre atomos de parecido
numero atdmico. Adicionalmente, los neutrones poseen momento magnético, permitiéndonos
obtener ademas de informacién cristalografica, informacidn sobre la estructura magnética del

material.

Los experimentos se realizaron en el difractdmetro de neutrones de dos ejes D1B de alto flujo,
del reactor nuclear de investigacion de Instituto Laue-Langevin (Grenoble, Francia). Los
difractogramas se registraron en un rango de temperaturas de 10 K a 300 K, utilizando una A de
1.286 A. El andlisis de los difractogramas se llevéd a cabo mediante el método de Rietveld,
descrito previamente en el apartado 3.3.1. Difraccion de rayos X., utilizando para ello el

programa Fullprof Suite.

3.3.3. Microscopia electrdénica de transmisién

En la microscopia electrdnica de transmision (TEM), una muestra delgada es irradiada con un haz
de electrones de alta energia. Al entrar en contacto con la muestra, parte de los electrones son
dispersados, parte son transmitidos y otra parte da lugar a diversos fendmenos, como la emisién
de rayos X. La transmision y dispersion de los electrones se emplea para reconstruir imagenes,
obteniéndose micrografias con distintas intensidades en funcion del grado de dispersion de los
electrones. De modo que, esta técnica nos permite principalmente observar la morfologia de las

NPs y determinar su tamafio de particula.

Las micrografias se obtuvieron utilizando un microscopio JEOL JEM 1010 operando con una
velocidad de voltaje de 100 kV equipado con una camara digital Gatan modelo 200 SC. El equipo

se encuentra en el Sldl de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM).

Ademas, se tomaron micrografias de alta resolucién de las NPs utilizando un microscopio con
correccidn de aberracidn esférica FEI Titan XFEG, operando con una velocidad de voltaje de 300
kV. El microscopio esta equipado con un monocromador, un detector EDAX EDS, un filtro de
energia Gatan Tridiem y un corrector CEOS para la alineacién del flujo de electrones. El equipo
se encuentra en el Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA) de la Universidad de Zaragoza.
Este microscopio permite obtener una resolucién de imagen de 0.8 A, que combinado con
estudios espectroscopicos de pérdida de energia de electron (EELS) [160] y modo de campo
oscuro anular de alto angulo (STEM-HAADF) [160], permiten ademas la obtencion de mapas y

perfiles de composicidon quimica del material.
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La preparacion de las muestras se realiz6 en ambos casos a partir de suspensiones acuosas
diluidas de NPs, afiadiendo una gota de las mismas sobre rejillas de cobre recubiertas de
carbono. Para el analisis de las micrografias se utilizd el programa ImageJ [161]. Tras medir el
tamafio de particula de al menos 100 NPs, se hizo el analisis estadistico de los datos obteniendo

el tamafio medio de NP y su dispersion.

3.3.4. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Mediante la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) se obtiene
informacién sobre modos vibracionales y rotacionales de las moléculas, a consecuencia de la
absorcion de radiacién infrarroja por parte del material a analizar. Algunos de estos modos
vibracionales dan lugar a cambios en el momento dipolar de las moléculas, originando espectros

de absorcidn caracteristicos que permiten la identificacién de las mismas.

Para el analisis de las muestras se prepararon pastillas de NPs en polvo y KBr. Las medidas se
hicieron en el rango de frecuencias 7000-500 cm?, utilizando un espectrofotémetro FT-IR Bruker

IFS 66V del Sidl de la UAM.

3.3.5. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica basada en la dispersiéon ineldstica de la luz
monocromatica, por lo general un laser. Los fotones de la luz del laser incidente son absorbidos
por la muestra, excitdndola a un estado virtual. Esta, al relajarse, puede reemitir la luz a la
misma frecuencia que la original, lo que se conoce como dispersidon Rayleigh, o puede reemitirla
a valores de mayor o menor frecuencia, denominandose efecto Raman. En el caso de que la
molécula sea excitada desde el estado fundamental y se relaje a un estado vibracional excitado,
los fotones seran reemitidos a una menor frecuencia, denominandose dispersién Raman Stokes.
En cambio, si la molécula ya se encontraba en un estado de vibracién excitado, los fotones
emitidos tendran mayor frecuencia, dandose el proceso de dispersion Raman Anti-Stokes. Este
desplazamiento en la frecuencia proporciona informacion sobre modos vibracionales,
rotacionales y otras transiciones de baja frecuencia caracteristicas de las moléculas, dando lugar

a un espectro Unico o “huella dactilar” que permite la identificacidn las mismas (Figura 3. 5).

A diferencia de la espectroscopia de IR, para que el efecto Raman sea posible los modos
vibracionales o rotacionales deben generar cambios en la polarizabilidad de la molécula. Debido
a esto, habra modos activos tanto en IR como en Raman, o que Unicamente sean activos en uno

de los dos casos. Por este motivo ambas técnicas se consideran complementarias.
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Figura 3. 5. Esquema de las transiciones Rayleigh (eldstica) y Raman (ineldstica) de la luz.

Para la obtencién de los espectros Raman se utilizé un microscopio CRM-Alpha 300 RA (WITec,
Ulm, Alemania) que consta de un microscopio Raman confocal equipado con un laser Nd:YAG de
50 mW de mdaxima potencia, a una longitud de onda de 532 nm. Este equipo permite ademas
realizar mapeos de espectros Raman pudiéndose obtener imdagenes con informacién quimica y
estructural. El equipo se encuentra en el Instituto de Ceramica y Vidrio (ICV) (CSIC, Madrid).
Mediante esta técnica se caracterizé la serie de muestras ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50)
descrita en el apartado 3.1.1. Efecto de la intensidad de corriente aplicada Las medidas de las
muestras se realizaron seleccionando la potencia del laser incidente a 0.2 mW, de manera que el
material no sufriera modificaciones debido al aumento de temperatura. Para cada muestra se
tomaron 2 espectros de 5 acumulaciones de 20 s cada una, que después se promediaron. El
andlisis de los espectros se realizé con el software WITec Control Plus, ajustando los modos
Raman de vibracién a una funcién Lorentziana.

También se realizé un estudio en funcion de la temperatura de la muestra ZnFe(30)25°C. Las
condiciones de medida fueron las mismas previamente descritas, tomando los diferentes
espectros en un rango de temperaturas de 100-773 K.

Por ultimo, se caracterizd la serie de muestras ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50) descrita en
el apartado 3.1.3. Estabilidad térmica de las NPs, para el estudio del efecto del tratamiento
térmico aplicado en la estructura del material. En este caso, en vez de tomar espectros
puntuales se hicieron barridos mas amplios, obteniendo imagenes de 7x7 um para cada muestra

con 440 espectros por imagen y un tiempo de integracion de 10 s cada uno.
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3.3.6. Espectroscopia de absorcion de rayos X

La espectroscopia de absorciéon de rayos X ha mostrado ser una potente herramienta para el
estudio de nanomateriales complejos, siendo capaz de discernir entre los diferentes elementos
constituyentes del material, asi como del entorno en el que se encuentran. Por ello, resulta una
técnica muy util para la determinacion de la distribucidn catidnica o grado de inversién de las

ferritas.

El principio de esta técnica se basa en la interaccién de la radiacién electromagnética con el
material a analizar. Las energias de los rayos X empleados para la mayoria de aplicaciones en
XAS se encuentran entre aproximadamente 1y 40 keV, que se corresponden con longitudes de
onda entre 0.3y 12 A. Los mecanismos que contribuyen a la atenuacién de la radiacién en este
rango de energia son la dispersién elastica o ineldstica de los fotones incidentes al colisionar con
electrones atémicos y la absorcion fotoeléctrica de la radiacion, predominando este ultimo en
dicho rango energético. Cuando la energia de los fotones incidentes es lo suficientemente
grande, provoca la emisién de electrones internos del dtomo absorbente (fotoelectrones),

dando lugar a los denominados “bordes de absorcidn” caracteristicos de cada elemento [162].

El espectro de absorcién de rayos X representa la variacién del coeficiente de absorcién (i) en
funcién de la energia del fotdn incidente (U(E)), pudiendo diferenciar dos zonas: la region XANES
(“X-ray Absorption Near Edge Structure”) y la regién EXAFS (“Extended X-ray Absorption Fine
Structure”) (Figura 3. 6). La region XANES corresponde al maximo de absorcidon y aporta
informacién sobre el estado de oxidacidn y la simetria del atomo absorbente. La region EXAFS es
la region del espectro en la que se producen ciertas modulaciones debidas a las interferencias
entre las ondas propias del fotoelectrén emitido y las retrodispersadas por los dtomos vecinos al
absorbente, aportando informacién sobre las distancias de enlace y el nimero de coordinacién
de dicho atomo [163]. Por lo tanto, el estudio combinado de las regiones XANES y EXAFS de las

NPs de ferrita, permite la determinacidn del grado de inversién con gran precisién.

Las medidas se realizaron en los bordes K de absorcién del Fe y Zn. Estos bordes de absorcion
son los de mayor energia y corresponden a la extraccién de un electrén desde el nivel mas
profundo (nivel 1s). Para ello se utilizé un cristal de Si (111) como monocromador, fijando la
intensidad del haz de rayos X al 70%. Los espectros fueron analizados mediante el programa
Athena [164]. Los experimentos se realizaron en el modo de transmisién en la linea espafola

SpLine BM25 A, del European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) (Grenoble, Francia).
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Figura 3. 6. Representacion de las dos regiones del espectro de absorcion de rayos X, XANES

(verde) y EXAFS (morado).

3.3.7. Espectrometria dptica de emision por plasma de acoplamiento inductivo

El analisis quimico elemental de las muestras nos permite cuantificar el contenido de Zn y Fe en
cada una de las muestras, siendo posible la determinacién de la estequiometria de las NPs.
Ademds, permite calcular un valor preciso de la concentraciéon de las mismas cuando éstas se

encuentran en forma de coloide.

Dicho analisis se llevd a cabo mediante espectrometria dptica de emisidon por plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES), que es una técnica espectroscdpica cuantitativa con un limite
de deteccidén al nivel de trazas, para un gran nimero de elementos. Esta técnica basicamente
consiste en transformar la muestra liquida en un aerosol que es ionizado en un plasma a altas
temperaturas. Los dtomos o iones en estado excitado, al volver a su estado original, emiten
radiaciones de una longitud de onda caracteristica para cada elemento. Se mide la intensidad de
cada una de las radiaciones con un detector y se relaciona con la concentracidon de cada
elemento en la muestra. Para los experimentos se utilizé un equipo Perkin ElImer modelo Optima

2100 DV, del Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM) (CSIC).

Para la preparacion de las muestras se digirié una pequefia cantidad de muestra en 1 mL de HCI
(37%) durante media hora. Este proceso se realizé de la misma forma, independientemente de si

la muestra se encuentra en forma de polvo o en suspension coloidal, aunque en el ultimo caso
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se digiere un volumen conocido de muestra, de modo que es posible calcular la concentracién
de NPs en la disolucién. Una vez digerido el material, la disolucién se llevd a un volumen total de

10 mL de agua desionizada.

3.3.8. Analisis termogravimétrico

La termogravimetria es una técnica que consiste en la medida de cambio de masa de un material
en funcion de la temperatura y/o del tiempo, en una atmdsfera controlada. Estos cambios de
masa pueden ser debidos a diferentes procesos, como reacciones de oxidacidon o reduccion,
transiciones de fase o procesos de descomposicion térmica, entre otros. En este caso, la
degradacion del material orgdnico que recubre las NPs se produce dentro del rango de
temperaturas medido en el experimento, de modo que, mediante esta técnica se cuantifico la

cantidad de materia organica presente en la superficie de las NPs funcionalizadas.

Las medidas se realizaron partiendo de temperatura ambiente hasta 800 °C, con una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min en atmédsfera de aire. El equipo utilizado para las medidas fue

una termobalanza TGA Q500 (TA Instruments) ubicado en el Sidl de la UAM.

3.4. Caracterizacion magnética

La caracterizacion magnética de los materiales se realizd mediante el estudio del
comportamiento de la magnetizacion (M) en funcidn del campo magnético externo aplicado (H).
Para ello se registraron curvas de magnetizacion M(H) medidas a 5 y 290 K, aplicando campos
magnéticos de hasta un 1 T. Mediante estas curvas se obtienen los valores de magnetizacién de

saturacion (Ms), magnetizacion de remanencia (M;) y campo coercitivo (Hc).

Ademas, se estudid el comportamiento de la susceptibilidad en funcién de la temperatura,
registrando las curvas “Zero Field Cooling” (ZFC) y “Field Cooling” (FC). Para la obtencion de la
curva ZFC, la muestra se enfria hasta 5 K en ausencia de campo magnético externo.
Posteriormente, se aplica un campo magnético (concretamente de 1000 Oe en las medidas de
este trabajo) y se registra el valor de la magnetizacidon en funcidn de la temperatura, hasta los
400 K. A continuacion, la muestra se enfria nuevamente hasta 5 K, pero en este caso en
presencia del mismo campo magnético que ya estaba aplicado. De nuevo, se registra el valor de
la magnetizacién en funcién de la temperatura, hasta los 400 K, obteniendo en este caso la curva
FC. Este tipo de medidas aporta datos sobre la dispersiéon de tamafio de las NPs, la temperatura

de bloqueo (Ts) o la temperatura de orden magnético del material, entre otros.
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Las medidas magnéticas se realizaron utilizando un magnetémetro de muestra vibrante (VSM)
MLVSM9 Maglab 9T (Oxford Instruments) del ICMM (CSIC, Madrid). Este equipo mide el
momento magnético de la muestra al vibrar en presencia de un campo magnético estatico, a

partir del cual se puede determinar la magnetizacién y la susceptibilidad magnética.

También se empled un dispositivo de interferencia cuantica de superconduccién (SQUID)
(Quantum Design MPMS XL) del Instituto de Nanociencia de Aragéon de la Universidad de
Zaragoza. El SQUID es un magnetdmetro que mide el voltaje inducido por una variacién de flujo

magnético generado por la muestra en un sistema de bobinas captadoras.

En primer lugar, se realizdé un estudio magnético de la serie de muestras ZnFe(X)25°C (X = 5, 10,
20, 30, 40, 50) descrita en el apartado 3.1.1. Efecto de la intensidad de corriente aplicada. Las
NPs de esta serie difieren entre ellas en tamafio y composicidn o estequiometria, por lo tanto, el

analisis de las propiedades magnéticas se hizo en base a esas dos variables.

Posteriormente, se realizd la caracterizacion magnética de la serie ZnsFe;3 04 (x = 0.17, 0.24,
0.53, 0.67, 0.80, 0.93) descrita en el apartado 3.1.4. Sintesis de NPs de ferrita de zinc de 12 nm.
Las NPs de esta serie cuentan todas con el mismo tamafio de cristal (~12 nm), de modo que, en
este caso esa variable queda eliminada y se puede hacer un estudio mas preciso de las

propiedades magnéticas de las NPs teniendo como Unica variable su composicién.

3.5. Caracterizacion coloidal
Con el fin de evaluar la efectividad y calidad de la funcionalizacién superficial de las NPs y su
estabilidad coloidal, se realizaron medidas de potencial Zeta y tamafno hidrodindmico. Ambas

medidas se realizaron en un equipo Zetasizer Nano del ICMM (CSIC, Madrid).

3.5.1. Potencial Zeta

El potencial Zeta es el potencial eléctrico generado alrededor de la NP debido a la carga
superficial de esta y la interaccidon con los iones de carga opuesta del medio en el que se
encuentra. El valor de dicho potencial determinard la interaccién entre las particulas en
suspension y, por lo tanto, la estabilidad coloidal de las mismas. Si el valor del potencial Zeta es
lo suficientemente positivo o negativo, siendo aproximadamente +30 mV como regla general, las
NPs se repeleran entre si dando lugar a una dispersién estable [165]. Por el contrario, si el
potencial eléctrico no es lo suficientemente elevado, las NPs tenderan a agregarse. En este caso,

el valor del potencial Zeta depende directamente del pH del medio, definiéndose como punto
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isoeléctrico el pH al cual la NP posee carga neutra y por lo tanto el sistema no es coloidalmente

estable [166].

Las medidas se realizaron barriendo un rango de pH de 2 a 12, de suspensiones de NPs diluidas
(< 0.5 mg/mL) en medio KNO3 0.01 M, ajustando el pH con HNO3 y KOH. Para ello se utiliz6 un
equipo Zetasizer Nano S (Malvern Instruments, UK), ubicado en el Instituto de Ciencia de

Materiales de Madrid (CSIC).

3.5.2. Tamaiio hidrodinamico

Como se ha comentado en el apartado 3.5.1. Potencial Zeta, las NPs en suspensidn interaccionan
dindmicamente con el disolvente en el que se encuentran dispersas, mediante fuerzas de
atraccion o repulsion de las diferentes especies presentes en el medio. Las NPs cargadas, por
tanto, se mueven junto con su nube de contraiones y su esfera de solvatacién y debido a esto, el
tamafio aparente o diametro hidrodinamico (Dn) que presentaran serd mayor que el

determinado mediante otras técnicas, como por ejemplo el TEM.

La determinacion del Dy de las NPs funcionalizadas superficialmente se llevé a cabo mediante la
técnica de dispersion de luz dindmica (en inglés “Dynamic Light Scattering”, DLS). Esta técnica se
basa en la medida de la luz dispersada en tiempos muy breves por las NPs en movimiento
Browniano en suspension. Las fluctuaciones de la intensidad de luz son inversamente
proporcionales al coeficiente de difusidn traslacional de las NPs. Las particulas pequefias se
mueven mas rapidamente que las grandes y, por tanto, las fluctuaciones son de mayor
frecuencia. Esta técnica mide las fluctuaciones en la intensidad de dispersién con el tiempo para
determinar el coeficiente de difusion traslacional y posteriormente, el Dy. La temperatura y

viscosidad del medio son factores determinantes en este tipo de medidas.

Las medidas se realizaron a partir de suspensiones acuosas diluidas de NPs (< 0.5 mg/mL) a pH 7
y temperatura ambiente, utilizando un equipo Zetasizer Nano S (Malvern Instruments, UK),

ubicado en el Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (CSIC).

3.6. Estudio de toxicidad

3.6.1. Toxicidad in vitro
Para los experimentos de toxicidad in vitro se trabajo con cultivos de diferentes lineas celulares:
Hela (carcinoma cérvico uterino humano), Raw 264.7 (macréfago de roedor), Hep G2

(carcinoma hepatocelular humano), Caco-2 (adenocarcinoma colorrectal humano), SKNAS
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(neuroblastoma humano), MDCK (células de rifién canino Madin-Dardy), CalLu-3 (carcinoma de
pulmén humano), todas ellas proporcionadas por la American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Para su cultivo se empled medio DMEM Glutamax (Dulbecco’s modified
Eagle médium), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% v/v de aminoacidos
no esenciales y un 2% v/v de penicilina/estreptomicina. Para el cultivo de la linea celular CalLu-3
se empleé medio DMEM F12 igualmente suplementado, al que ademas se le afiadié un 1% v/v
de L-glutamina. Los cultivos celulares se realizaron en una incubadora a 37 °C en una atmdsfera

al 5% de CO,.

3.6.1.1. Internalizacion de NPs

Para la visualizacidon de la internalizacidon celular de las NPs, se sembraron células Hela sobre
cubreobjetos y se incubaron con diferentes concentraciones de NPs durante 24 horas. Pasado
este tiempo, se lavaron 3 veces con tampdn fosfato salino (PBS, Sigma-Aldrich) y se fijaron con
etanol frio al 70% durante 5 minutos. Posteriormente, las células se tifieron con azul de metileno
(Sigma-Aldrich) y se secaron al aire. Los cubreobjetos se montaron en portamuestras con DePeX

(Serva) para su posterior visualizacién en el microscopio de campo claro.

3.6.1.2. Ensayos MTT

La citotoxicidad de las lineas celulares nombradas en el apartado 3.6.1. se determind mediante
ensayos colorimétricos MTT (Sigma-Aldrich). Este ensayo es un indicativo de la actividad
metabdlica celular tras su incubaciéon con las NPs. Consiste en la reduccidn de la molécula
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT), que da nombre al ensayo, por
parte de deshidrogenasas y otros agentes reductores presentes en células metabdlicamente
activas, dando lugar a cristales de formazan de color morado e insolubles en agua. La cantidad

de formazan generada es proporcional a la cantidad de células vivas en el medio [167].

Los experimentos se realizaron en placas de 96 pocillos, sembrando aproximadamente
1 x 10° células/pocillo en un volumen de 200 pL/pocillo. Una vez que estas alcanzaron un 70-80%
de confluencia se incubaron durante 24 h con diluciones seriadas de NPs, en un rango de
concentraciones de 0 a 1 mg/mL, a 37 °C y 5% de CO,. Pasado este tiempo se elimind el medio
con las NPs, las células se lavaron tres veces con PBS y se afiadié una disolucion de 50 pg/mL de
MTT (200 pL/pocillo), dejandolo reaccionar durante 2 horas a 37 °C. A continuacion, se eliminé la
disolucion de MTT, y posteriormente se afiadié 200 uL/pocillo de dimetilsulféxido (DMSO) para
disolver los cristales de formazan formados y 25 pL/pocillo de buffer Sorensen (pH = 7.4, Merck).

La absorbancia de cada pocillo se midid a A = 550 nm en un lector de placas Multiskan FC
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(Thermo Scientific). La supervivencia celular se expresé como el porcentaje de absorbancia de
las células tratadas en comparacion con la de las células control, sin incubar con NPs. Los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

3.6.1.3. Ensayo de Griess

Uno de los métodos mas comunes para la deteccion de éxido nitroso (NO) a partir de una amplia
variedad de matrices es la reaccién de diazotacién o ensayo de Griess [168]. Se trata de un
método colorimétrico para la deteccién indirecta de NO a partir de acido nitrico (NO?%), un
subproducto originado debido a la alta reactividad del NO en presencia de oxigeno, motivo por

el cual éste método no es adecuado para la deteccidon de NO en tiempo real [169].

El objetivo del empleo de este método es la deteccion de NO a consecuencia de la activacion de
los macréfagos [170]. Este hecho se relaciona directamente con la activacion de la respuesta

inmune a consecuencia de la exposicion de las células a las NPs.

Los experimentos se realizaron sobre la linea celular Raw 264.7, en placas de 96 pocillos,
sembrando aproximadamente 1 x 10° células/pocillo en un volumen de 200 pL/pocillo. Tras
alcanzar un 70-80 % de confluencia se incubaron durante 24 h con diluciones seriadas de NPs,
utilizando medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Thermo Fisher Scientific) sin
rojo fenol, suplementado con un 10% v/v de suero fetal bovino (FBS). Pasado este tiempo, el
sobrenadante de cada pocillo se traspasd a otra placa y se incubé durante 15 minutos en
oscuridad con 50 pL de sulfanilamida (Sigma-Aldrich) (1% en 0.1 M de HCIl). Posteriormente, se
afiadieron 50 pL de dihidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina (Merck) (0.1% en 0.1 M de HCI) a
cada pocillo y se incubd de nuevo durante 15 minutos en oscuridad. A continuacion, se midié la
absorbancia de cada pocillo a A = 550 nm. La equivalencia entre absorbancia y concentracion de

NO en el medio se calculd a partir de una recta patrén de NaNO; preparada previamente.

3.6.2. Toxicidad in vivo

Todos los experimentos de toxicidad in vivo se llevaron a cabo en la Universidad de East Anglia
(UEA), Norwich (UK), por lo que su realizacidon se llevé a cabo de acuerdo a las leyes y directrices
de esta Universidad. La investigacion se aprobd por el comité local de revisidn ética de acuerdo a

las regulaciones del Ministerio del Interior del Reino Unido.

Los estudios de toxicidad in vivo se realizaron utilizando el modelo animal Xenopus laevis [171].
El empleo de este modelo presenta ciertas ventajas con respecto a otros modelos animales. En

primer lugar, los embriones se desarrollan externamente, permitiendo realizar los experimentos
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antes o después de la fertilizacién de los huevos. El crecimiento y desarrollo de los embriones es
muy rapido, del orden de dias, lo que permite llevar a cabo experimentos en un breve espacio de
tiempo (Figura 3. 7). Ademas, los renacuajos en el estadio 38 cuentan con un conjunto de
drganos completamente funcional, siendo posible determinar los efectos de los experimentos

realizados [97].

Huevo

tadio 1
Adulto iReRERd)

(estadio 66)  CEESATACHGIGEY My

Escision

Renacuajo  s=sv=_ Blastula
’ . M‘ |
(estadio 45) 4 (estadio 8)
4
brién /O ‘o 1 estadio 10
Em rlon (seccidn)
(estadio 26)

Organogénesis Gastrula Gastrulacién

Néurula (seccion)
, 3

(estadio 16) (estadio 12)
(vista dorsal)

Figura 3. 7. Ciclo de vida del modelo animal Xenopus laevis. Modificado de referencia [174].

Es posible obtener resultados contradictorios in vitro e in vivo, dada la gran cantidad de procesos
biolégicos que se dan en el organismo, imposibles de reproducir in vitro. El modelo animal
Xenopus laevis ha sido propuesto recientemente como una potencial herramienta capaz de
cerrar la brecha entre los ensayos basados en células in vitro y los modelos de evaluacidn de la
toxicidad en mamiferos [172]. El uso de este modelo animal en combinacién con pruebas in vitro
en lineas celulares de mamiferos constituye una herramienta eficaz, rapida y econdmica de

evaluar la nanotoxicidad antes de realizar pruebas en mamiferos in vivo.
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Para los ensayos de toxicidad in vivo se utilizaron embriones del modelo animal Xenopus laevis
en el estadio 38, segun la tabla de desarrollo de Nieuwkoop y Faber [173]. Los protocolos para la

obtencién de los embriones y demas experimentos llevados a cabo, se describen a continuacion.

3.6.2.1. Obtencion de embriones

Para la obtencién de embriones, hembras adultas de Xenopus Laevis se trataron
hormonalmente, inyectandoles 100 unidades de PMSG (gonadotropina sérica de yegua prefada)
en el saco pericardico, en un periodo de 5 a 10 dias previo a la puesta de huevos. Durante ese
periodo, los animales se mantuvieron aislados, a temperatura ambiente y sin ser alimentados.
De 12 a 18 horas antes a la puesta de huevos, las hembras fueron inducidas inyectando 250
unidades de Chorulon® de nuevo en el saco pericardico, manteniéndolas a una temperatura de
18 °C durante la noche. Posteriormente, los huevos se recolectaron ejerciendo una ligera
presion en el abdomen de las ranas, depositdndolos en una placa Petri de 25 mL, y repitiendo

este proceso cada hora, en un periodo de 6 horas.

Paralelamente y previo a la recoleccion de los huevos, se sacrific6 un macho adulto,
sumergiéndolo en 1 g de metanosulfonato de 3-aminobenzoato de etilo al 1.6% (Sigma-Aldrich)
en 300 mL de agua desionizada, en un vaso de precipitados de 500 mL. El vaso cerrado, se
mantuvo en la oscuridad y a una temperatura de 4 °C durante una hora. Una vez que el macho
hubo muerto, se le extirparon los testiculos, conservandolos en una disolucién de FBS al 80% en
1 x MMR (Marc’s Modified Ringer’s) (100 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl;, 5 mM
HEPES, pH 7.5) a una temperatura de 4 °C.

Una vez recogidos los huevos y colocados en una placa Petri de 25 mL, se disolvié una porcién de
testiculo en 1 mL de 1 x MMR y se distribuyé sobre los huevos, incubandolos durante 5 minutos,
a 18 °C. Posteriormente, se sumergieron en 0.1 x MMR durante 20 minutos a 18 °C,
favoreciendo la fertilizacidn. La capa de gelatina que recubre los huevos de Xenopus laevis se
elimina tras la fertilizacion. Para ello el medio 0.1 x MMR se reemplazé por L-cisteina al 2% y pH
8, durante aproximadamente 7 minutos y, por ultimo, se lavaron en 1 x MMR y 0.1 x MMR.
Finalmente, los embriones se incubaron a 23 °C durante aproximadamente 3 dias, hasta alcanzar

el estadio 38.

3.6.2.2. Diseiio experimental

Se realizaron dos experimentos de exposicién de los embriones a las NPs a diferentes tiempos

de incubacion. Para el primer experimento, se expusieron grupos de 20 embriones a
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concentraciones de NPs de entre 0.5 a 2 mg/mL (disolucion 0.1 x MMR), dejando un grupo de
ellos sin tratar para su empleo como control. Los embriones se incubaron durante 72 horas a 23
°C hasta alcanzar el estadio 45. Para el segundo experimento, grupos de 20 embriones se
expusieron a las mismas concentraciones de NPs, incubandolos a 18 °C para retrasar su
desarrollo hasta el estadio 45 y de esta manera poder realizar un estudio comparativo a mayores
tiempos de exposicién a las NPs, concretamente a 120 horas. Se realizaron conteos de

embriones muertos cada 24 horas. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

3.6.2.3. Analisis histologico

Una vez pasados los tiempos de incubaciéon de los embriones con las NPs detallados en el
apartado 3.6.2.2. Disefio experimental., y que por lo tanto éstos hubieron alcanzado el estadio
45, se fijaron en MEMFA (formaldehido al 3.7%, 1 x sales MEM) durante 12 horas a 4 °C.
Posteriormente, se lavaron con PBST (PBS, Tween al 0.1%), se deshidrataron y se conservaron en

etanol 100%.

Se determinaron los diferentes fenotipos presentes para cada condicién experimental, tras la
observacién de los embriones supervivientes bajo el microscopio. Las imdagenes se capturaron
con una cdmara Q Imaging 01-MP3.3-RTV-CLR-10, montada en un microscopio Zeiss Stemi 5V6 y

se procesaron posteriormente mediante el programa Inkscape [175].

Ademas, una seleccion de embriones se analizd mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM). Para ello, los embriones se embebieron en cera lavandolos sucesivamente con Histoclear,
1:1 Histoclear:cera y finalmente cera. Por ultimo, se cortaron secciones de 10 um y se montaron

en portaobjetos.
3.6.2.4. Susceptibilidad magnética con campo alterno

Con el objetivo de evaluar la acumulacién de NPs en el organismo de los embriones tras los
experimentos, se realizaron medidas de susceptibilidad magnética bajo un campo alterno (CA)
de baja intensidad. Se utiliza una notacidn compleja para describir dicha susceptibilidad

magnética, definida por la Ecuacién 3.7 [176]:

Xea = X' —ix" (Ec.3.7)
donde X' y ¥’ son los componentes en fase o real, y fuera de fase o imaginaria de la

susceptibilidad, respectivamente.
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Este tipo de medidas tienen una alta sensibilidad, tres drdenes de magnitud por encima de las
medidas descritas en el apartado 3.4. Caracterizacion magnética., y son capaces de diferenciar
entre la contribucién magnética proveniente de las NPs y la enddgena propia del organismo por
parte de especies portadoras de hierro [176]. Estas especies, por lo general, se encuentran en
mayor concentracién, pero la sefial magnética generada es mads débil que la correspondiente a
las NPs. La presencia de las NPs se identifica por la aparicién de un mdaximo en la medida de
susceptibilidad magnética en fase (x’), junto con la presencia de otro maximo a temperaturas
algo mas bajas, en la medida susceptibilidad magnética fuera de fase (x”’). La temperatura a la
gue aparecen los maximos dependera de las caracteristicas de las NPs, del material del cual
estdn compuestas, su tamafio, grado de agregacion, etc. A su vez, la altura de dicho maximo o

intensidad de la sefial, es dependiente de la concentracién de las NPs [97].

Para ello, se seleccioné un grupo de embriones supervivientes de cada condicidon experimental,
se liofilizaron y se colocaron en capsulas de gelatina para su caracterizacién magnética. Las
medidas se realizaron en un SQUID (Quantum Design MPMS XL) en la opcién de susceptibilidad
de CA, con una amplitud del campo alterno de 0.41 Oe y una frecuencia de 11 Hz, en un rango

de temperatura de 1.8 y 300 K. El equipo se encuentra en la Universidad de Zaragoza.

3.6.2.5. Contenido de Fe y Zn

Complementariamente a las medidas de susceptibilidad magnética descritas en el apartado
3.6.2.4, la cantidad de hierro y zinc presente en el organismo de los embriones tras la exposicién
a las NPs se cuantific6 mediante la técnica ICP-OES, descrita previamente. Las medidas se
realizaron utilizando las mismas muestras empleadas en el apartado anterior, es decir, grupos

seleccionados de embriones supervivientes de cada condicién experimental.

3.6.2.6. PCR cuantitativa

La técnica de PCR cuantitativa (en inglés “Quantitative Polymerase Chain Reaction”, g-PCR) o
PCR en tiempo real, es una variante de la tipica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
tiene como objetivo amplificar y cuantificar simultdaneamente secuencias definidas de acido

desoxirribonucleico (DNA).

Los principios en los que se basa la técnica son los mismos que en la tipica PCR, perfeccionada
por Kary Mullis et al. en la década de los 80 [177] . Basicamente, la amplificacién de DNA implica
el empleo de dos oligonucledtidos cebadores o “primers”, denominado amplicén, de secuencia

complementaria a los extremos 5’-3’ del segmento de DNA de interés. Para que la hibridacién
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entre los primers y el DNA y su amplificacion sea posible, se realizan cambios sucesivos de
temperatura, denominados ciclos. Cada ciclo consta de tres etapas: la desnaturalizacién del DNA
mediante el aumento de temperatura (> 90 °C), la hibridacidn de los primers a los extremos 5’-3’
de las hebras de DNA a temperaturas de entre 40 y 70 °C, seguido de la elongacidn del DNA a
partir de los primers por accion de una enzima DNA polimerasa termoestable, a una
temperatura dptima de ~70 °C (Figura 3. 8). Como peculiaridad, la g-PCR permite la
monitorizacion y cuantificacion de la amplificacion, mediante el empleo de fluoréforos que se
intercalan en el DNA de doble hélice generado en cada ciclo, siendo la sefial de fluorescencia

emitida proporcional a la cuantificacion de DNA obtenida [178] [179].
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Figura 3. 8. Esquema de reaccion de la PCR cuantitativa. Modificado de referencia [180].

Mediante esta técnica se cuantificd la expresion génica de genes implicados en el metabolismo
del hierro y del zinc, cuya expresion hubiera podido verse afectada tras la exposicion de los

embriones a las NPs de ferrita de zinc (Tabla 3. 3).
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El disefio de los primers se llevd a cabo utilizando el software Primer3Plus [181], a partir de las
secuencias de mRNA de los genes de interés, obtenidas de la base de datos Xenbase [182]. El
disefio se realiza teniendo en cuenta varios factores: que los primers anclen en las versiones Sy L
del gen (ya que el modelo Xenopus laevis es alotetraploide), que el amplicén cuente con
50-150 pb, que la Tr de los primers sea de 59-61 °C y por ultimo que el porcentaje de Guanina y

Citosina sea de un 40-60%.

Concretamente, los genes estudiados implicados en el metabolismo del hierro fueron los
siguientes: dmtl, fth1 y tf. El gen dmt1 es codificador del transportador de metales divalentes-1,
principalmente de cationes Fe?*, localizado en la membrana apical de los enterocitos, cuya
funcién consiste en el transporte de cationes divalentes desde el lumen intestinal al interior
celular [183]. El gen fth1 es codificador de la subunidad pesada de ferritina, la proteina principal
de almacenamiento de Fe en procariotas y eucariotas [184]. Por ultimo, el gen tf es codificador

de la proteina transferrina, glicoproteina transportadora de Fe3* en plasma [184].

Tabla 3. 3. Secuencias 5’-3’ de los primers disefiados para el estudio mediante RT-qgPCR de la
expresion génica en Xenopus laevis. Los genes sombreados en azul corresponden a los implicados
en el metabolismo del Fe, los sombreados en verde a los implicados en el metabolismo del Zn y el

sombreado en naranja es el gen normalizador empleado.

Primers (Secuencia 5’ — 3’)

Gen
Directo Inverso
dmti cagaggatgaaacgcactca atcctgccactgatccagac
fthi tggagtaacaccctggaagc aggatcaaccttgtcggatg
tf agaaagggcaagtgggtttt tctggcaaagtgacaacage
znt1 cagaaagagcggccatagac atgcgagttgecgtaattct
mt4 aaagctgctgttectgetgt tgctteccttttcacagtgg
hspa9 tggagggaaaacaagcaaag gttagtgaccgcectgtegtt
gadph ctttgatgctgatgctggaa gaagaggggttgacaggtga

Los genes analizados implicados en el metabolismo del zinc fueron el gen znt1, el mt4 y el hspa9.
El gen znt1 es codificador del transportador de membrana de zinc ZnT1, perteneciente a la
familia de transportadores ZnT, responsable de la disminucion de la concentracién de zinc en el
interior celular mediante su salida desde el citoplasma al exterior celular o mediante su

captacion por parte de vesiculas intracelulares [185]. Concretamente, el ZnT1 es el Unico
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transportador de su familia localizado en la membrana plasmatica, de acuerdo a su funcidn
como principal regulador de la salida de zinc en la célula [186]. También se analizé la expresién
del gen mt4, perteneciente a la familia de las metalotieninas, que son proteinas de bajo peso
molecular ricas en cisteina, implicadas en la regulacién de la homeéstasis del zinc en el
citoplasma celular [93]. Por ultimo, se analizd la expresién del gen hspa9, codificador de la
proteina de choque térmico mitocondrial Hspa9. Se trata de una proteina de 70 kDa involucrada
en procesos celulares encargados de regular la proliferacion celular, tumorgénesis o procesos

derivados de situaciones de estrés celular [187].

Para la cuantificacion de la amplificacidn de material genético se empled el fluoréforo de unidn
inespecifica SYBR® Green, realizando una cuantificacién relativa de la expresion génica mediante
el empleo de un gen normalizador, cominmente denominado “Housekeeping”, de expresion
constitutiva y constante en todos los tejidos del organismo [188]. Concretamente, el gen
utilizado fue el codificador de la proteina gadphh (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) [189].

En primer lugar, se realizd la extraccion de acido ribonucleico (RNA) de los embriones necesario
para la sintesis del DNA complementario (cDNA), a partir del cual se realizé la amplificacién y
cuantificacién génica [188]. Para ello, los embriones se congelaron con ayuda de nitrégeno
liguido, manteniéndolos a una temperatura de -80 °C hasta el momento de la extraccion del
material genético. Dicha extraccion se realizd mediante el empleo del kit “High Pure RNA
Isolation” (Roche). La concentracion de RNA se cuantificéd utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop (Termofisher). La sintesis de cDNA se realizé a partir de 1 pg de RNA y mediante el
empleo del kit “Maxima First Strand cDNA” (Thermofisher). Ambos kits se utilizaron de acuerdo

a las instrucciones del fabricante.

Los sucesivos ciclos de temperatura se llevaron a cabo utilizando un termociclador modelo 7500
Real-Time PCR System (Thermofisher). Para la mezcla de reaccién de la PCR cuantitativa se
emplearon 2 pL de ¢cDNA, 1 pL de diluciones 2.5 uM de cada primer, directo e inverso, 5 uL de
SYBR® Green y 2 plL de agua desionizada. La reaccidn transcurrié a una temperatura de 50 °C
durante 2 minutos, a 95 °C durante 10 minutos y 40 ciclos sucesivos de 15 segundos a 95 °C,

seguidos de 1 minuto a 60 °C.
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3.7. Aplicaciones biomédicas
Una vez realizado el estudio toxicolégico de las NPs de ferrita de zinc, se evalud su posible
empleo en biomedicina, concretamente en tratamientos térmicos combinados contra el cancer:

hipertermia magnética y de terapia fototérmica.

3.7.1. Hipertermia magnética

Se realizaron medidas de hipertermia magnética con el objetivo de determinar la tasa de
absorcion especifica (en inglés “Specific Absorption Rate”, SAR), que se define como la potencia
absorbida por las particulas por unidad de masa (W/g). Para su calculo se aplicé la Ecuacién 3. 8
[191]:

SAR = Zicpimi. AT W (Ec. 3.8)
myps At g

donde G, y m; son la capacidad calorifica especifica y masa de cada componente,
respectivamente, mups la masa de las NPs, AT el incremento de temperatura y At el tiempo de

medida. El pardmetro AT/At se obtiene de la pendiente del ajuste lineal de los datos

experimentales en los primeros 30 s de medida.

Las medidas se realizaron en un equipo Magnetherm 1.5 (Nanotherics), situado en el Instituto de
Magnetismo Aplicado (IMA) (UCM, Madrid). El equipo para ensayos de hipertermia magnética
permite evaluar la capacidad de calentamiento en un amplio intervalo de frecuencias a
diferentes amplitudes de campo. Para el estudio se utilizd la muestra ZngssFe;.470.@Cit descrita
en el apartado 3.2.2. Anclaje de moléculas biocompatibles. Los experimentos se realizaron
tomando 1 mL de la suspension coloidal a diferentes concentraciones (15, 10 y 5 mg/mL),
frecuencias de trabajo (111.7, 468 y 331 KHz) y amplitudes de campo magnético (232, 127 y 80
Oe). La temperatura de las muestras se registré durante 300 s a partir de la aplicacidon del campo

magnético.

Con el fin de determinar el mecanismo de calentamiento de las NPs, descritos en la
introduccion, se realizaron experimentos utilizando agar-agar al 10% como disolvente, que

presenta una alta viscosidad comparado con el agua [191].

3.7.2. Terapia fototérmica
El estudio de la respuesta de calentamiento fototérmico de las NPs de ferrita de zinc, al ser
irradiadas con un laser en el infrarrojo cercano (NIR), se llevd a cabo en funcidn de dos variables:

la composicidn de las NPs y la densidad de potencia del laser aplicada.
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Para ello, se prepararon suspensiones coloidales acuosas de 0.25 mg/mL de NPs de tres
muestras de NPs de diferente composicién, funcionalizadas superficialmente con acido citrico.
Concretamente el estudio se realizé con las NPs de composicidn Zn.Fe«0.@Cit (x = 0.17, 0.53,
0.80), con un bajo, medio y alto contenido de zinc en la estructura cristalina, respectivamente.
Cada suspensién coloidal se irradié con un laser de 800 nm, con densidades de potencia de 0.6,
0.8, 1.1 and 1.4 W/cm. Las medidas se realizaron registrando las variaciones de temperatura de
las disoluciones durante 10 minutos de irradiacidn con el laser y otros 10 minutos sin irradiacién,
utilizando una cdmara térmica FLIR E40. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software

FLIR Tool+ [192].

Ademas, se obtuvieron los espectros de extincién éptica de disoluciones coloidales de NPs en un
rango de longitudes de onda desde el inicio del espectro visible (400 nm) hasta el infrarrojo
cercano (1200 nm) mediante espectrometria Visible-Infrarroja. El nimero total de fotones que
interaccionan con las NPs esta determinado por el coeficiente de extincién, que equivale a la
suma de los coeficientes de absorcion y dispersion. Para su obtencién, la disolucion coloidal se
irradia con un haz de luz de longitud de onda determinada y se registra la cantidad de luz que ha
logrado traspasar la muestra. Finalmente, esta se compara con una muestra de referencia que
contiene Unicamente el medio de dispersidon del coloide. Los espectros de extincién de las
disoluciones coloidales de NPs se realizaron en un espectrometro Perkin Elmer Precisely

Lambda 35.

Por ultimo, se calculd la eficiencia de conversién fototérmica (n) para cada composicién de NPs,

de acuerdo a la Ecuacion 3.9 [193]:

_ hA (Trnax — To) — Qo (Ec.3.9)
~ 1(1-1079D)

donde h es el coeficiente de transferencia de calor del agua, A es el rea del porta muestras, Tmax

N

es la temperatura maxima alcanzada tras la irradiacion de la muestra con el laser, T, es la
temperatura ambiente, Q, es la energia disipada por parte del disolvente, / es la potencia del
laser incidente (5.5. 6, 6.5y 7 A) y OD es la densidad 6ptica de la muestra a A = 800 nm
determinada a partir de los espectros de extincidn. El valor de hA se deduce de la Ecuacién 3. 10

[193]:

mg — CS (EC 3. 10)
hA

Donde 1, es la constante de tiempo de cada sistema, ms es la masa de la muestra y Csla

Ts =

capacidad calorifica del agua utilizada como disolvente (4.185 J/gK).
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Con el fin de determinar el efecto que tiene la composicién quimica sobre las propiedades
Opticas de las NPs, se llevaron a cabo experimentos de microscopia de campo oscuro. Las
imagenes se tomaron utilizando un microscopio equipado con un campo oscuro condensado
(NA 0.8) y un objetivo 50x, con una apertura numérica de 0.65. Para la preparacién de la
muestra se depositd una gota de solucidn coloidal de NPs en el cubreobjetos del microscopio y
se dejo evaporar por completo. La dependencia de la composicidn en la eficacia de dispersion de
las NP en el rango visible se calculé cuantitativamente, determinando la intensidad de luz
dispersa promediada por NP individual.

Las medidas se realizaron en el Departamento de Fisica de Materiales de la UAM (Madrid).
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4. Resultados y discusion

4.1. Sintesis electroquimica y caracterizacion estructural de NPs de ferrita de zinc

Uno de los objetivos marcados de este trabajo es la optimizacidon de la sintesis de NPs de ferrita
de zinc mediante el método electroquimico. Para ello, se sintetizd una serie de NPs estudiando
el efecto de dos parametros de reaccidn variables en las caracteristicas del material obtenido: la

intensidad de corriente aplicada a la celda electroquimica y la temperatura de reaccion.

4.1.1. Efecto de la intensidad de corriente aplicada

Como se comentd previamente en el apartado 3.1.1. Efecto de la intensidad de corriente
aplicada., la cantidad de cationes de Fe y Zn liberada al medio de reacciéon depende de la
intensidad de corriente aplicada a la celda. Mediante la variacidn de la relacion de intensidades
aplicadas a los anodos de Fe y Zn, es posible controlar la cantidad de estos cationes en el medio
y por tanto, la obtencidn de NPs de diferente composicién quimica. Por consiguiente, en primer
lugar, se llevd a cabo el estudio del efecto de la intensidad de corriente aplicada a la celda
electroquimica. Para ello, se sintetizd una serie de NPs de ferrita de zinc fijando la intensidad de
corriente aplicada al dnodo de Fe en 100 mA, variando la intensidad de corriente aplicada al
anodo de Zn de 5 a 50 mA, a una temperatura de reaccién de 25 °C. Mediante el analisis quimico
elemental de las muestras, obtenido por ICP-OES, se determind la estequiometria de cada ferrita

de zinc obtenida (Tabla 4. 1).

Tabla 4. 1. Intensidades de corriente aplicadas (I) a los dnodos de Fe y Zn, composicion de las
ferritas calculada mediante ICP-OES y valores de pardmetro de red (a) y tamarfio de cristal (D)
obtenidos mediante el refinamiento de los difractogramas de rayos X de la serie de muestras

ZnFe(X)(25°C) (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50).

1(Fe) 1(Zn) a D
Muestra (MA)  (mA) Zn,Fe;30as A) (nm)
ZnFe(5)25°C 100 5 Zno1sFe18:04 8.401(1) 18.7(1)
ZnFe(10)25°C 100 10 ZnosoFe27004 8.409 (1) 11.8(1)
ZnFe(20)25°C 100 20 Zno.soFe2.5004 8.418 (1) 8.4(1)
ZnFe(30)25°C 100 30 ZnosaFez3604 8.435(1) 9.2(1)
ZnFe(40)25°C 100 40 ZnosaFez1604 8.445(1) 5.9(1)
ZnFe(50)25°C 100 50 Zno.93Fe;0704 8.463(2) 5.2(1)
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Los resultados muestran una dependencia lineal entre la intensidad de corriente aplicada al
anodo de Zn y la cantidad del elemento incorporada el material, tal y como se aprecia en la
Figura 4. 1a, indicando la posibilidad de controlar la composicién quimica de las NPs

simplemente variando la intensidad de corriente aplicada a la celda electroquimica.
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Figura 4. 1. a) Representacién de la dependencia entre la cantidad de Zn* incorporada en la
ferrita (X) con la intensidad de corriente aplicada (l) al dnodo de Zn y b) con el valor del

pardmetro de red (a), en la formula general ZnyFex04(0 < x < 1).

Los resultados de DRX revelan la presencia de una Unica fase cristalina en todas las
composiciones sintetizadas, cuyos maximos de difraccién pueden ser indexados de acuerdo a la
estructura tipo espinela de la magnetita (JCPDS No. 19-0629) y de la ferrita de zinc

(JCPDS No. 22-1012) y grupo espacial Fd-3m: 227 (Figura 4. 2).
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Figura 4. 2. a) Patrones de difraccion de rayos X de la serie de muestras ZnFe(X)(25°C) (X = 5, 10,
20, 30, 40, 50). Posiciones de Bragg (I) correspondientes a las estructura Fd-3m. b) Refinamiento

del difractograma de la muestra ZnFe(5)25°C. Rgragg = 7.51, Rf = 5.4.
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Ademas, con el refinamiento de los difractogramas de rayos X se obtuvieron los valores de los
parametros de red y del tamafio de cristal de la serie de muestras. Los resultados se muestran
en la Tabla 4. 1y en la Figura 4. 1b, pudiéndose observar un aumento lineal de los valores de los
parametros de red a medida que aumenta el contenido de Zn en la muestra, de acuerdo con la
ley de Vegard [194]. Este aumento del pardmetro de red puede explicarse si se considera que el
Zn estd formando parte de la red. El catidon Zn?* es de mayor radio idnico que los cationes Fe?*,
tanto si se encuentra en posiciones tetraédricas (Zn** = 0.6 A, Fe3* = 0.49 A), como en octaédricas

(Zn?* = 0.74 A, Fe** = 0.55 A) [195] [196] [197], lo que explica el aumento del pardmetro de red.

En la Figura 4. 3 pueden verse las micrografias TEM obtenidas para la serie de muestras
ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50), con la distribucion de tamano de particula
correspondiente debajo de cada imagen. Se observa que las NPs poseen geometria cuasiesférica
y una dispersion de tamafos relativamente estrecha para cada una de las composiciones
preparadas. Ademas, se observa como tendencia general, una disminucion de tamaino a medida
gue aumenta contenido de Zn en la estructura cristalina, pasando de aproximadamente 15 nm
para X =5 a 6.5 nm para X = 50. Este efecto ha sido descrito previamente en ferritas de zinc
[195] [55] [198] [48] y otros tipos de ferritas mixtas en las cuales el zinc es uno de los
componentes [24] [199] [200]. Aungue no existe aun una explicacién corroborada al respecto,
algunas investigaciones apuntan a que esta disminucion de tamafio con el contenido de zinc se
debe a una posible influencia de su distribucidn en las redes tetraédrica u octaédrica en los
procesos de nucleacién [200]. Otros trabajos, sin embargo, lo atribuyen a factores

termodinamicos en lugar de cinéticos[11].

Por otro lado, se observa en todos los casos una concordancia entre los tamafios de particula
determinados por TEM y los de cristal, calculados mediante el ajuste por el método Rietveld de

los difractogramas de rayos X (Tabla 4. 1), lo cual indica que las NPs son monocristalinas.

Una vez comprobado que los cationes Zn entran a formar parte de la estructura cristalina
espinela, provocando cambios en los parametros de red, se estudid la homogeneidad en su
distribucién dentro de los cristales formados. La Figura 4. 4 recoge las imagenes de Cs corregidas
STEM-HAADF de una pequefia poblacion de NPs de la muestra ZnFe(30)25°C, tomadas, como se
ha comentado, con el fin de corroborar la incorporacién homogénea de los cationes Zn*en la
estructura y el grado de cristalinidad del material sintetizado. En la Figura 4. 4a se muestra el
analisis composicional de un grupo de NPs de ferrita de zinc obtenido por EELS. Este conjunto de
imagenes permite visualizar la distribucién de cada uno de los elementos constituyentes de las

NPs, indicdndose el O en color rojo, el Fe en verde y el Zn en azul. Adicionalmente, la
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Figura 4. 4b muestra el perfil de composicidon quimica realizado sobre la diagonal indicada en la
imagen, en color verde. Ambos analisis muestran una distribucion homogénea de cada uno de
los elementos en la estructura cristalina. Las intensidades, tanto de la Figura 4. 4a como de la

Figura 4. 4b no son proporcionales a la cantidad o abundancia del elemento.
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Figura 4. 3. Micrografias TEM de la serie de NPs ZnFe(X)25°C, siendo: a) ZnFe(5)25°C,
b) ZnFe(10)25°C, c) ZnFe(20)25°C, d) ZnFe(30)25°C, e) ZnFe(40)25°C y f) ZnFe(50)25°C. Debajo de

cada micrografia se encuentra la distribucion de tamafios correspondiente a cada composicion.

En la micrografia de la Figura 4. 4c puede verse una imagen de alta resoluciéon de un grupo
pequefio de NPs y la ampliacién de la regidn recuadrada en color verde. En ella se observa una
distancia interplanar de 1.62 A correspondiente a la direccién 511 de la estructura espinela de la
ferrita de zinc. La orientacion y periodicidad de los planos cristalinos observada en todo el

volumen de las NPs de la imagen, confirman la buena cristalinidad de las mismas y su cardcter

monocristalino.
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Figura 4. 4. Micrografias Cs corregidas STEM-HAADF correspondientes a una poblacion de NPs de
la muestra ZnFe(30)25°C. a) Mapa composicional obtenido por EELS. b) Perfil de la composicion
quimica de las NPs. c) Imdgenes a alta magnificacion donde se observa la estructura cristalina de

las NPs.

La caracterizacidon estructural y morfoldgica de las NPs demuestra que el método electroquimico
permite obtener ferritas de zinc de tamafio nanométrico, con una estructura cristalina definida y
una distribucidn de cationes homogénea. Ademas, es posible controlar la composicion quimica

de las NPs simplemente variando la intensidad de corriente aplicada en la sintesis.

4.1.2. Efecto de la temperatura de reaccion

Con el objetivo de estudiar el efecto de la temperatura de reaccion en la sintesis de las NPs, se
realizaron experimentos de acuerdo a lo descrito en el apartado 3.1.2. Efecto de la temperatura
de reaccion Se sintetizaron NPs con temperaturas de reaccién de 5, 25, 40 y 60 °C, para cada

relacién de intensidades de corriente aplicadas a los dnodos, detallada en la Tabla 4. 1.

Mediante DRX se corrobord de nuevo la presencia de una Unica fase cristalina, correspondiente
a la estructura espinela en todos los casos. En la Figura 4. 5a se muestran, a modo de ejemplo,
los difractogramas obtenidos para las muestras ZnFe(40) sintetizadas a diferentes temperaturas.
Los parametros de red se calcularon mediante el refinamiento por el método Rietveld de los
difractogramas, obteniéndose valores similares para cada estequiometria a las diferentes

temperaturas de reaccién (Tabla 4. 2).
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Tabla 4. 2. Composicion media de las ferritas calculada mediante ICP-OES y pardmetros de red, a

(nm), calculados a partir de los refinamientos de los difractogramas de DRX, de la serie de

muestras ZnFe(X) (X = 5, 10, 20, 30, 40 y 50), sintetizadas a temperaturas de reaccion (Tg) de 5,

25,40y 60 °C.
Muestra ZnXF;}XO“ Te=5°C T\ inznsjzc Te = 40°C Te = 60°C
ZnFe(5) 0.18 (2) 8.400 (1) 8.401 (1) 8.394 (1) 8.399 (1)
ZnFe(10) 0.29 (3) 8.407 (1) 8.409 (1) 8.405 (1) 8.404 (1)
ZnFe(20) 0.52 (3) 8.415 (1) 8.418 (1) 8.414 (1) 8.420 (1)
ZnFe(30) 0.66 (2) 8.430 (1) 8.435 (1) 8.431 (1) 8.430 (1)
ZnFe(40) 0.82(3) 8.456 (1) 8.445 (1) 8.443 (1) 8.448 (1)
ZnFe(50) 0.90 (7) 8.470 (2) 8.463 (2) 8.470 (2) 8.454 (1)

Las composiciones de las diferentes muestras se determinaron mediante ICP-OES, obteniendo

valores similares para cada temperatura de reaccidn (Tabla 4. 2). Esto indica que la cantidad de

Zn* incorporada en la estructura cristalina no se ve afectada por el efecto de la variacion de la

temperatura de reaccién, es decir, esta es Unicamente dependiente de la relaciéon de

intensidades aplicada a los anodos de la celda electroquimica.
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Figura 4. 5. a) Patrones de difraccion de rayos X de NPs de la muestra ZnFe(40), sintetizadas a

temperaturas de reaccion (Tg) de 5, 25, 40 y 60 °C. Posiciones de Bragg (I) correspondientes a las

estructura Fd-3m. b) Variacion del tamafio de cristal de las NPs con la temperatura de reaccion,

calculados a partir de los refinamientos de los difractogramas de DRX.

La Figura 4. 5b muestra la variacién de tamafio de cristal obtenido para las diferentes muestras

de la serie. Se aprecia una tendencia general de aumento del tamafo de cristal a medida que
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aumenta la temperatura de reaccidn, que se hace mas evidente a temperaturas mayores de
30 °C. Este aumento de tamano de cristal con la temperatura ya habia sido descrito previamente
en NPs de magnetita [12] y de ferritas de cobalto [202] [13] sintetizadas mediante el mismo

método.

4.1.3. Estabilidad térmica de las NPs

Con el objetivo de evaluar la estabilidad térmica de las NPs y estudiar posibles cambios en la
microestructura de las mismas, las muestras se sometieron a un tratamiento térmico de 580 °C
durante 12 horas, de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 3.1.3. Estabilidad térmica

de las NPs. La serie de muestras se denominé como ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50).

Las micrografias TEM de las NPs muestran, en todos los casos, un aumento del tamafio de
particula tras el tratamiento térmico. Este aumento de tamafio se atribuye al crecimiento de las
NPs por coalescencia, a través de un mecanismo de difusidon en estado sélido mediante el cual,
el sistema reduce su energia libre al reducir el area superficial de las NPs [203] [204]. En la
Figura 4. 6 se pueden ver las muestras ZnFe(20)580°C y ZnFe(50)580°C a modo de ejemplo. El
aumento de tamafio de particula es evidente en comparacién a sus equivalentes ZnFe(20)25°Cy

ZnFe(50)25°C, mostradas en la Figura 4. 3c y Figura 4. 3f, respectivamente.

a)

100 nm ‘ 100 nm_

Figura 4. 6. Imdgenes TEM de las muestras a) ZnFe(20)580°Cy b) ZnFe(50)580°C.

Los difractogramas de rayos X obtenidos para esta serie de muestras quedan recogidos en la
Figura 4. 7. En todos ellos se observan los maximos de difraccion correspondientes a la
estructura tipo espinela, mucho mas estrechos y definidos que los obtenidos antes del
tratamiento térmico, indicando el aumento de tamafio de los cristales. Ademas, se observa la
aparicion progresiva de maximos correspondientes a la estructura de la hematita (a-Fe,0s), con
grupo espacial R-3c, ganando intensidad a medida que disminuye la proporcidon de Zn en la
estructura cristalina. Este cambio no fue detectado en el caso de la muestra con mayor cantidad

de zinc, ZnFe(50)580°C. Esta muestra mantiene la estructura espinela, como ya habia sido
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observado previamente en ferritas estequiométricas tratadas térmicamente en condiciones

similares [205] [206].
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Figura 4. 7. a) Patrones de difraccion de rayos X de la serie de NPs ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20,
30, 40, 50) tratadas térmicamente a 580 °C durante 12 horas. Posiciones de Bragg (l)
correspondientes a la estructura espinela de la ferrita de zinc (grupo espacial Fd-3m). Posiciones
de Bragg (I) correspondientes a la estructura de la hematita (grupo espacial R-3c).
b) Refinamiento de la muestra ZnFe(20)580°C. Fase Fd-3m: Rgragq = 6.44, Rf = 4.9. Fase R-3c:
Réragg = 6.35, Ry = 5.8.

Mediante el refinamiento de los difractogramas se calculd el porcentaje de cada fase (ferrita y
hematita) presente en cada muestra y los parametros de red de cada una de ellas. Los
resultados quedan resumidos en la Tabla 4. 3. Se observd que el porcentaje de Zn presente en la
estructura cristalina, expresado como (x) en Zn.FesxQOs, es practicamente equivalente al
porcentaje de fase de ferrita de zinc obtenido en el refinamiento de rayos X tras el tratamiento

térmico.

Atendiendo a los pardmetros de red, se observd un cambio en los valores de la fase de ferrita de
zinc en comparacion con los calculados antes del tratamiento térmico. Tras dicho tratamiento, el
valor del pardmetro de red tiende a adquirir un valor similar al de la ferrita de zinc
estequiométrica (ZnFe,0.), 8.44 A [207], en todos los casos. Los valores de los parametros de red
calculados para la fase a-Fe,0; generada tras el tratamiento térmico también son comparables
13.75 A [208]

con los correspondientes a los de la estructura en bulk, a = 504 Ay c =

(JCPDS No. 33-0664).
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Tabla 4. 3. Porcentaje de Zn (obtenido mediante ICP-OES), porcentaje de ZnFe;04, pardmetros de
red de ZnFe;04(a) y a-Fe;03 (a y c) de la serie de muestras ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40,

50), todo ello calculado mediante el refinamiento de los difractogramas de rayos X.

Zn ZnFe;0,  ZnFe 04 a-Fe;0;
Muestra

(%) (%) a(A) a(A) c(A)
ZnFe(5)580°C 19 (2) 22 (11)  8.440(9) 5.036 (4) 13.749 (14)
ZnFe(10)580°C 31(2) 32 (10) 8.440 (6) 5.035 (2) 13.749 (9)
ZnFe(20)580°C 49 (9) 55(7) 8.439 (3) 5.035 (1) 13.750 (6)
ZnFe(30)580°C 64 (9) 78 (7) 8.439 (2) 5.035 (2) 13.751 (7)
ZnFe(40)580°C 84 (3) 98 (10) 8.438 (4) 5.039 (1) 13.738 (6)
ZnFe(50)580°C 93 (14) 100 (3)  8.439(1) - -

Todo esto parece indicar que, en un principio, el material se sintetiza con el Zn distribuido
homogéneamente a lo largo de la estructura cristalina, como muestra la Figura 4. 4. Durante el
tratamiento térmico, se produce una segregacion del Zn, generando un material compuesto de
dos fases cristalinas, ZnFe;04 y a-Fe;0s, y de mayor tamano. Ademas, el porcentaje final de cada

fase depende del porcentaje inicial de Zn en la muestra.

4.1.3.1. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman aporta informacidn caracteristica de cada tipo de estructura, haciendo
posible su identificacion y la deteccion de posibles cambios inducidos por el aumento de
temperatura.

En primer lugar, se realizé el estudio de la serie de muestras ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20, 30, 40,
50). Los resultados previos de DRX indican que las NPs obtenidas estan compuestas de una Unica
fase cristalina, correspondiente a la estructura espinela. Dicha estructura cristalina pertenece al
grupo espacial Oy’ (Fd-3m) con ocho moléculas por celda unidad. De acuerdo a la teoria de
grupos, hay cinco modos Raman activos detectables a temperatura ambiente (Aig + Eg+ 3Fy)
[209] [210] [211].

La Figura 4. 8a muestra los espectros Raman recogidos para la serie de muestras
ZnFe(X)25°C(X = 5, 10, 20, 30, 40, 50), en el rango de frecuencias entre 200 y 1000 cm™. En ellos
Unicamente se observan los modos Fz(2), Fx%(3) y Az en torno a 333-357, 495-503 y

667-685 cm™, respectivamente, correspondientes a la ferrita de zinc. No se detectaron picos
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correspondientes a la fase metaestable de maghemita (y-Fe;0s) [212] [213]. Las frecuencias
exactas de los modos de vibracidon quedan resumidas en la Tabla 4. 4.

Curiosamente, se observa un desplazamiento progresivo del modo de vibraciéon A;; hacia
frecuencias mas bajas, de 685 a 667 cm?™, a medida que la cantidad de Zn aumenta en la
muestra. Por otro lado, el modo Fx(3) no parece verse afectado por la composicién de la
muestra y el modo Fy4(2) si varia en relacidn al contenido de Zn en la ferrita, pero sin seguir

ninguna tendencia (Figura 4. 8a y Tabla 4. 4).

Tabla 4. 4. Modos Raman de vibracion observados de la serie de muestras ZnFe(X)25°C (X = 5, 10,
20, 30, 40, 50), obtenidos mediante el ajuste de los espectros a una funcion Lorentziana,

comparados con valores encontrados en la bibliografia [209].

ZnFe,0, Modos Raman (cm™) de ZnFe(X)25°C
Modos
Ref [209] x =50 x=40 x=30 x=20 x=10 Xx=5
Fag(1) 221 - - - - - -
Eg 246 - - - - . .
F2e(2) 355 336 336 357 333 333 342
F2e(3) 451 500 496 495 501 502 503
Aig 647 667 673 673 680 680 685
a) b) £

F,2 FO I’

3 3
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Figura 4. 8. a) Espectros Raman obtenidos para la serie de muestras ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20,
30, 40, 50) y b) para la serie de muestras ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50). Los picos

marcados con (*) corresponden a la fase hematita.
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En las espinelas cubicas, como son las ferritas, los modos vibracionales a frecuencias por encima
de 600 cm™ se atribuyen al movimiento del oxigeno en los grupos tetraédricos AQ,, mientras
que el resto de modos a frecuencias mas bajas, son caracteristicos de los grupos octaédricos BOg
[211] [214]. Por ello, se deduce que los cationes Zn?* estan localizados preferentemente en
posiciones de geometria tetraédrica, relacionando el desplazamiento progresivo del modo Aj,
con el aumento del contenido de Zn incorporado en la estructura. La incorporacidon de Zn,
ademas, da lugar a un aumento progresivo en los parametros de red, como demostraron los
resultados de DRX (Figura 4. 2 y Tabla 4. 2). Esto provoca una reduccion en la fortaleza de los
enlaces y en consecuencia, un debilitamiento en las frecuencias Raman de vibracién [215] [216].
Aun asi, no puede descartarse la contribucion de la variacion del tamaio de cristal en la posicion
de la banda mencionada. Los resultados de DRX y TEM revelaron que la incorporacion de Zn en
las muestras disminuye el tamafio de cristal y de las NPs, que en consecuencia, podria aumentar
el desorden cristalino y la presencia de limites de grano [217]. Sin embargo, esta explicacion

parece ser menos consistente ya que los modos Fx¢ no siguen dicha tendencia.

Una vez estudiada esta serie de muestras, se hizo un analisis de las NPs tratadas térmicamente a
580 °C durante 12 horas, con el objeto de investigar el efecto de la composicidon quimica en la
transicidn de fase cristalina. La Figura 4. 8b recoge los espectros Raman correspondientes a esta
serie de muestras, donde puede observarse la aparicién de nuevos picos asociados a los modos
Raman activos correspondientes a la estructura hematita (*). Estos picos sélo se aprecian en las
muestras con menor contenido en Zn, mientras que en las muestras con mayor cantidad,
ZnFe(40) y ZnFe(50), no es posible su deteccion. De igual manera, puede observarse la presencia
de una banda intensa a 1320 cm™*asociada también a a-Fe,0s., que puede ser asignada a un

sobretono o un proceso de dispersidn de segundo orden [209] [213] [218].

En la Tabla 4. 5 quedan resumidos los modos Raman de vibraciéon observados para la serie de
muestras ZnFe(X)580°C (X = 5, 10, 20, 30, 40, 50). Cabe destacar que los desplazamientos Raman
obtenidos son muy similares entre ellos, independientemente de la composicidn quimica de las
NPs. Estos resultados estdn de acuerdo con las conclusiones obtenidas tras el analisis de los

resultados de DRX (Figura 4.7).

Se puede concluir que las NPs de ferrita de zinc sintetizadas, ZnFe(X)25°C (X = 5, 10, 20, 30, 40,
50), se componen de una Unica fase correspondiente a la estructura tipo espinela, en la cual el
parametro de red aumenta a medida que lo hace la proporcién de Zn incorporado en la
estructura. A su vez, esto provoca un desplazamiento en el modo Raman de vibracién A hacia

menores frecuencias. Todo ello parece indicar que existe una distribucion homogénea de los
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cationes Zn?* a lo largo de la estructura cristalina. No obstante, tras tratar el material
térmicamente, se produce una migracion y redistribucién de estos cationes, dando lugar a la
formacidn de dos fases cristalinas diferenciadas, ZnFe;0. y a-Fe;0s. Sin embargo, en la muestra
ZnFe(50)25°C, de composicion cercana a la estequiométrica, el tratamiento térmico provoca
Unicamente un aumento de tamafio de las NPs, en lugar de una transicién de fase detectable,

como ocurre en el resto de muestras de la serie.

Tabla 4. 5. Modos Raman de vibracion observados de la serie de muestras ZnFe(X)580°C (X = 5,
10, 20, 30, 40, 50), obtenidos mediante el ajuste de los espectros a una funcion Lorentziana,

comparados con valores encontrados en la bibliografia [209] [219].

Modos Raman (cm™) de ZnFe(X)580°C

Ref [209],
Modos X =
[219] x=40 x=30 x=20 x=10 x=5
50

F2¢(2) (ZnFe,04) 355 354 357 354 356 -

F2¢(3) (ZnFe,04) 451 444 450 448 443 441 444
Agg (ZnFe,04) 647 660 668 668 668 665 665
Aq (0-Fe;03) 225 - - 225 225 225 225

E; (0-Fe,03) 247 - - 245 245 245 245
Eg (0-Fe,03) 293 - - 294 294 294 294
Eg (0-Fe,03) 412 - - 410 410 410 410
Agg (a-Fe,03) 498 - - 500 500 500 500
Eg (0-Fe,03) 613 - - 613 613 613 613
Sobretono (o-Fe,03) 1320 - - 1320 1320 1320 1320

Por ultimo, se realizd un estudio para determinar el efecto que tiene el dopaje con zinc de la
magnetita en la temperatura de transicién a la fase a-Fe,0; Para ello se tomaron espectros
Raman de la muestra ZnFe(30)25°C a diferentes temperaturas, aumentando la temperatura
progresivamente en un rango de -173 °C a 500 °C y enfriando la muestra hasta temperatura
ambiente (Figura 4. 9). Se observa la aparicién picos correspondientes a la fase a-Fe;03 en torno

a los 300 °C, siendo esta transformacion irreversible, ya que la estructura permanece presente al
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disminuir de nuevo la temperatura. De forma general, la aparicién de a-Fe,0; en particulas
nanomeétricas suele producirse en un rango de temperaturas de 300 °C a 450 °C [220] [221],
aunque esta transicidon puede verse desplazada a temperaturas mayores, es decir, la estabilidad
térmica del material puede ser mejorada, mediante el dopaje de la estructura cristalina con
diversos metales, incluido el zinc [221] [222] [223] [224]. En el caso de la muestra ZnFe(30)25°C,
la energia de activacidon necesaria para la transicién de fase no parece verse afectada, ya que es
posible apreciar picos correspondientes a la a-Fe,O; a temperaturas relativamente bajas
(~300 °C). De modo que, en el método de sintesis electroquimico, la estabilidad térmica de la

magnetita no se ve incrementada mediante el dopaje con zinc.

-173°C
-713°C

27°C
127°C
x 177 °C

I (u.a.)

s 277°C
327 °C
400 °C
500 °C

227°C

400 800 1200 1600 2000
Desplazamiento Raman (cm'l)

Figura 4. 9. Espectros Raman obtenidos para la muestra ZnFe(30)25°C, realizados en un rango de
temperatura de -173 °C a 500 °C. La direccion de la flecha indica el orden ascendiente de la

temperatura. Los picos marcados con (*) corresponden a la fase a-Fe;0:s.

4.1.4. Sintesis de NPs de ferrita de zinc de 12 nm

Una vez estudiado el efecto de la intensidad de corriente aplicada a los dnodos de la celda
electroquimica y la temperatura de reaccién, el proceso de sintesis se optimizé para la obtencién
de una serie de NPs de ferrita de zinc de diferente composicién y tamaio similar, en torno 12

nm de tamafio. Muchas de las propiedades fisico-quimicas y magnéticas de las NPs magnéticas
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dependen de ambos parametros, composicion y tamafo, y como se ha observado un cambio en
la composicién quimica conlleva un cambio en el tamafio de particula. Por ello, con el objetivo
de estudiar unicamente la influencia de la composicién en sus propiedades se procedié a su
sintesis manteniendo el mismo tamafio. Se realizd la sintesis siguiendo el procedimiento descrito
en el apartado 3.1.4 Sintesis de NPs de ferrita de zinc de 12 nm., aplicando las mismas relaciones
de intensidad de corriente y variando la temperatura de reaccidn para cada composicion hasta

conseguir el tamano deseado de ~12 nm.

La composicion de las muestras se determind mediante ICP-OES y quedan resumidas en la
Tabla 4. 6. Como se comprobd previamente, la estequiometria de las ferritas no varia
significativamente por el efecto de la temperatura de reaccién y como era de esperar, el
contenido de zinc en las ferritas aumenta linealmente a medida que aumenta la intensidad de
corriente aplicada al anodo de Zn (Figura 4. 10a). Se observa que, para contenidos altos de Zn, se
necesitaron temperaturas de reaccidon mas elevadas para conseguir tamafios de particula

mayores de 10 nm.

Tabla 4. 6. Intensidades de corriente aplicadas (I) a los dnodos de Fe y Zn, temperatura de
reaccion (Tg), composicion de las ferritas determinada mediante ICP-OES, pardmetro de red (a) y
tamaio de cristal determinados mediante el refinamiento de los difractogramas de rayos X y

tamanio de particula determinado por TEM.

T. de cristal T. de

I (mA T
(mA) ¢ 2) Zn,Fe(3.04 (R) Rietveld particula
Fe Zn (nm) (nm)
100 5 5 Zno17Fe2s30s  8.39(2) 11.614(4) 11(2)
100 10 5 ZnoasFe27604  8.41(1) 12.332(8) 9(2)
100 20 40 Znos3Fe.4704 8.42(1) 12.125(3) 11(2)
100 30 55 Znoe7Fe2330s  8.43(1) 11.058(3) 11(3)
100 40 70 ZnosoFe2200s  8.44(1) 12.126(8) 10(2)
100 50 80 ZnoosFer07,04  8.45(1) 11.328(6) 10(2)

Asi mismo, los resultados de DRX muestran la existencia de una fase cristalina del tipo espinela y
grupo espacial Fd-3m: 227 (Figura 4. 11). Ademas, en las muestras sintetizadas a temperaturas
de reaccién mayores de 40 °C, se detecta la presencia de una impureza en torno a 20 = 40°,
correspondientes a la estructura del oxihidroxido de hierro (6-FeOOH) [225], residual del

proceso de sintesis.
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Los parametros de red, determinados mediante el refinamiento de los difractogramas,
aumentan linealmente con el contenido de Zn en las muestras (Figura 4. 10b), como ya se vio

previamente (Figura 4. 1b), confirmando la eficaz incorporacién de los cationes Zn?* dentro de la

estructura cristalina [196].
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Figura 4. 10. Representacion de la dependencia de la cantidad de Zn*' incorporada en la
estructura cristalina de la ferrita (X) con a) la intensidad de corriente aplicada (1) al énodo de Zn y

b) con el valor del pardmetro de red, en la formula general ZnyFes;x04 (0 < x < 1).
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Figura 4. 11. a) Difractogramas de rayos X de la serie de muestras ZniFes.04 (0 < x < 1).
Posiciones de Bragg () correspondientes a las estructura Fd-3m. b) Refinamiento de rayos X de la

muestra ZnFe(5)25°C. Reragg = 5.71, R = 5.4.

Todas estas observaciones dejan en evidencia la robustez y reproducibilidad del método de

sintesis electroquimico.
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En la Figura 4. 12 pueden verse las micrografias TEM de la serie de muestras ZnFe;x0a
(0 < x < 1), junto a las distribuciones de tamafio obtenidas para cada composicién. De nuevo se
observan NPs de geometria cuasiesférica y de tamafios similares entre si. Igualmente, las

particulas presentan caracter monocristalino, dada la similitud entre los tamafios de particula y

los tamafios de cristal calculados mediante DRX.
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Figura 4. 12. Micrografias TEM de la serie de NPs Zn,Fe 3904 (0 < x < 1), siendo: a) Zne.17Fe2.5830.,
b) ZnozsFes 7604, C) ZnossFe 4704, d) ZnoessFe23304, e) ZnosoFes 004 y f) ZnoosFes 07,04 Debajo de

cada micrografia se encuentra la distribucion de tamafios calculada para cada composicion.

4.1.4.1. Espectroscopia de absorcion de rayos X

Mediante el andlisis de la region XANES del espectro de absorcién, es posible obtener
informacién sobre el estado de oxidacién del dtomo absorbente, la energia del borde de

absorcion y la simetria de su entorno [163] [226] [227] [228]. Para ello, se registraron los
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espectros de la serie de muestras ZnsFe;s04(0 < x < 1) en los bordes de absorcién K del Fe y del
Zn. La determinacidn del estado de oxidacidn del atomo absorbente se llevd a cabo mediante la
comparacion entre la posicidn del borde de absorcidn de los resultados experimentales y de los

diferentes compuestos de referencia.

La Figura 4. 13 muestra los espectros en el borde K del Fe de las muestras Znoi7Fe2s304 y
Znog3Fes0704y de las referencias de compuestos de Fe con diferentes estados de oxidacién: FeO
(2+), Fes04 (2+ y 3+) y y-Fe205(3+). Un aumento en el estado de oxidacion del elemento de 2+ a
3+ se refleja en un desplazamiento del borde de absorcidon de aproximadamente 3 eV hacia
valores de energia mas altos [163]. Es posible observar dicho desplazamiento entre los bordes
de absorcién de las referencias FeO (2+) y y-Fe20s3(3+). Por el contrario, los bordes de absorciéon
de la referencia Fes0,4 (2+ y 3+) y de las muestras de ferrita de zinc no difieren mucho entre si y
se encuentran en el entorno de la referencia y-Fe;Os3 (3+), no siendo posible detectar

experimentalmente la presencia de ambos estados de oxidacion.
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Figura 4. 13. Espectros XANES de las muestras Zno 17Fe2.8304 y ZnoosFez0704en el borde K del Fe

(a) y del Zn (b), comparados con compuestos de referencia con diferentes estados de oxidacion.

De forma similar, el estado de oxidacién 2+ de los cationes de Zn se confirmd mediante la
obtencidn de los espectros en el borde K del Zn de las mismas muestras que en el caso anterior y
comparandolos con los compuestos de referencia de Zn metdlico, con estado de oxidacion 0 y

Zn0, con estado de oxidacion 2+ (Figura 4. 13b).

En la Figura 4. 14 se muestran los espectros XANES en los bordes de absorcién K del Fe (a) y del
Zn (b) de toda la serie de ferritas de zinc sintetizadas, presentando todas ellas perfiles muy

parecidos.
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El recuadro interior de la Figura 4. 14a muestra el pre-borde tipico del borde K del Fe, alrededor
de 7113 eV, asociado a la transicidon electronica de cuadrupolo 1s->3d y a la transicién
electrénica de dipolo 1s—>4p [229] [230] [231]. La intensidad y estrechez del maximo del pre-
borde aportan informacién sobre la simetria del entorno del &tomo absorbente. El maximo se
vuelve mads intenso y estrecho a medida que aumenta la proporcion de Fe en posiciones
tetraédricas. Este hecho se debe al solapamiento de los orbitales 3d y 4p, lo que sélo esta
permitido en la simetria tetraédrica [231]. Es posible observar que a medida que aumenta la
proporcidon de Zn?* en la composicidon de la muestra, el pre-pico va perdiendo intensidad y
volviéndose mas ancho, lo que indica que el Zn?* se coloca preferentemente en posicidn
tetraédrica. El pico principal del borde de absorcién K del Fe se atribuye a transiciones
electrénicas 1s—>4p [228]. En la Figura 4. 14a se encuentran representados el conjunto de
espectros de todas las muestras, centrados en torno a la misma posicién, 7131 eV. Sin embargo,
puede apreciarse un ligero y progresivo aumento en la intensidad, a medida que aumenta la
proporcidn de Zn** en la muestra. Este comportamiento estd asociado a una mayor ocupacion de
cationes Fe3* en posiciones octaédricas [232], lo que es coherente con la informacion obtenida

del pre-borde.
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Figura 4. 14. Espectros XANES de la serie de muestras ZnyFes.O04(0 < x < 1) en los bordes de
absorcion K del Fe (a) y del Zn (b). El recuadro interior de la figura (a) muestra el pre-borde del

borde K del Fe.

La Figura 4. 14b muestra los espectros XANES en el borde K del Zn de la serie de muestras. En
este caso no se distingue la presencia del pre-pico tipico de los metales de la primera linea de
transicién, debido a su estructura electrénica (d'°) [229]. Todas las curvas presentan un
comportamiento muy similar y en ellas se pueden distinguir tres maximos principales en torno a
9666, 9669 y 9673 eV, junto con un hombro centrado a 9681 eV, generados por transiciones

electrénicas 1s—>estados electrénicos no ocupados tipo p [233]. El estudio de la evolucion de
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estos maximos aporta informacion sobre la distribucidn catidnica de la estructura cristalina [233]
[234]. Sin embargo, debido a la baja concentracidén de zinc en algunas de las muestras de la serie

resulta complicado realizar dicho analisis con los resultados experimentales obtenidos.

A continuacion, se analizaron los espectros en la region EXAFS de la serie de muestras. La
Figura 4. 15a muestra la transformada de Fourier de la absorcion de rayos X en el borde K del Fe,
en la que se aprecia un primer maximo en torno a 1.5 A. Este valor est4 asociado a las distancias
del Fe situado tanto en posiciones tetraédricas como octaédricas con su primer atomo vecino,
concretamente el oxigeno, siendo ambas de valor muy similar. La intensidad de dicho méaximo es
funcién del nimero de dtomos vecinos, estando el Fe rodeado por cuatro oxigenos en posicién
tetraédrica y por seis en posicidon octaédrica. Se observa que este maximo crece a medida que
aumenta la proporcion de Zn en la estructura. Este hecho es indicativo de que cada vez mas
atomos de Fe tienen mas primeros vecinos, es decir, se encuentran en posiciones octaédricas.
Esto, a su vez, indica que el Zn se situa preferentemente en las posiciones tetraédricas. El
segundo maximo se sitUa a una distancia en torno a 2.6 A, correspondiente a la distancia de los
atomos de Fe con sus segundos vecinos, es decir, atomos de Fe situados tanto en posicion

octaédrica como en tetraédrica.

a) b)
1.5 15
5 &
= 1.0 =10
o] 3]
N N
=, =,
m m
0.5 05
0.0 0,0

Distancia (A) Distancia (5\)

Figura 4. 15. Transformada de Fourier de las oscilaciones de EXAFS del borde K del Fe (a) y del
Zn (b).

Por Ultimo, se aprecia la presencia de un hombro en torno a 3.2 A, equivalente a la distancia
entre cationes de Fe situados en posiciones octaédricas y segundos vecinos del mismo elemento
situados en posiciones octaédricas. Se observa que el maximo centrado a 2.6 A aumenta a

medida que aumenta la proporcién de Zn y que, a su vez, el hombro centrado a 3.2 A disminuye

77



4. RESULTADOS Y DISCUSION

en intensidad, indicando nuevamente que el Zn se situa preferentemente en posicién

tetraédrica, aumentando la proporcidn de Fe en posiciones octaédricas.

En la Figura 4. 15b se puede ver la regiéon EXAFS de la absorcion de rayos X en el borde del Zn. Al
igual que en el caso del Fe, el primer maximo estd centrado en 1.5 A. Esta distancia puede
corresponder tanto a las distancias de los dtomos de Zn situados tanto en posiciones
tetraédricas como en octaédricas con su primer atomo vecino, el oxigeno. El segundo maximo se
sitia a una distancia en torno a 3.1 A, detectandose la presencia de un pequefio hombro en
torno a 2.5 A. Esto es de nuevo indicativo de que los segundos vecinos de los 4tomos de Zn se
sitian principalmente en posiciones tetraédricas, existiendo una pequefa proporcién de ellos en

posicién octaédrica.

Comparando las transformadas de Fourier obtenidas de los espectros EXAFS del Fe y del Zn de
una misma muestra (Figura 4. 16) puede verse con mas claridad cémo la distancia de ambos
elementos con su primer atomo vecino, el oxigeno, es equivalente, mientras que las distancias
con su segundo atomo vecino difieren entre si, coincidiendo en el caso de Zn con el tercer vecino
del Fe. Este hecho, una vez mds, evidencia la preferencia de los dtomos de Zn a colocarse en

posiciones tetraédricas.

—Zno‘gss’Fe O, (Fe)

2,07 "4

2,074

15+ \“ zn,,,3Fe, O, (Zn)

FTIK2 chi(k)]

Distancia (A)

Figura 4. 16. Transformada de Fourier de las oscilaciones de EXAFS del borde K del Fe y del Zn de

la muestra Zno.93F€2.0704.

4.1.4.2. Difraccion de neutrones

Se realizaron medidas de difraccion de neutrones de la serie de muestras ZnsFes04(0 <x< 1) a
diferentes temperaturas, concretamente a 10, 100, 200 y 300 K, segun lo descrito en el apartado

3.3.2. Difraccién de neutrones. La Figura 4. 17 muestra, a modo de ejemplo, los difractogramas
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obtenidos para las diferentes temperaturas de la muestra ZngssFe;.4704 (Figura 4. 17a), asi como

los difractogramas medidos a 300 K de toda la serie de muestras (Figura 4. 17b).
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Figura 4. 17. a) Difractogramas de neutrones de la muestra ZnossFe;4,04 medidos a diferentes
temperaturas. b) Difractogramas de neutrones de la serie de muestras ZnsFes.04(0 < x < 1)
medidos a 300 K. c) y d) Ampliacién del mdaximo de difraccion a mds bajo dngulo de las figuras a)

y b), respectivamente.

La Figura 4. 17c muestra la reflexion de mas bajo dngulo de la muestra ZngssFe;4704, de los
difractogramas medidos a las diferentes temperaturas indicadas previamente. Se observa la
disminucién progresiva de la intensidad del maximo a medida que aumenta la temperatura.
Existen diversos motivos por los cuales un maximo de difraccion puede perder intensidad al
aumentar la temperatura. En este caso, al no producirse cambios estructurales en dicho rango
de temperaturas, se debe a la disminucién del momento magnético de los 4&tomos de hierro. Por
otro lado, hay que tener en cuenta que el factor de dispersidén o de “scattering” magnético
decae rapidamente a medida que aumenta el angulo de difraccion (Figura 4. 17a), haciendo que
solo este primer mdximo tenga una componente magnética representativa. Ademads, se produce

un ligero desplazamiento de los maximos de difraccién hacia dngulos menores al incrementar la
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temperatura, debido al aumento del pardmetro de red por la dilatacidn del material

(Figura 4. 17c).

De modo similar, la Figura 4. 17d muestra una comparativa de la reflexion de mas bajo dngulo
de toda la serie de muestras, a 300 K, siendo evidente la disminucién progresiva de la

componente magnética a medida que aumenta la cantidad de zinc en la muestra.

El refinamiento de los difractogramas permite determinar los pardmetros cristalograficos del
material, dado que, mediante esta técnica, el factor de scattering del Fe y del Zn es lo
suficientemente diferente, a diferencia que en difraccidon de rayos X. Dado que la componente
magnética estd directamente correlacionada con las ocupaciones de los &tomos en las diferentes
posiciones (A) y [B] y que, como se comentd previamente, la contribucidn magnética es
fuertemente dependiente del dngulo, decayendo rapidamente a medida que este aumenta, los
refinamientos se realizaron por encima de 80° en 26. De esta forma, sdlo se obtiene informacion
puramente estructural. La Figura 4. 18 muestra, a modo de ejemplo, el ajuste del difractograma
de neutrones de la muestra Zngi17Fe25304, @ 300 K, cuyos mdaximos de difraccion pueden ser

indexados de acuerdo al grupo espacial Fd-3m: 227.
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I Bragg estructural
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Figura 4. 18. Refinamiento del difractograma de neutrones de la muestra Zno i7Fe; 3304, a 300 K,
tanto de su parte estructural (marcas verdes superiores), como magnética (marcas verdes

inferiores). Rgragg = 1.85, Rf = 0.9 (estructural). Ryagnetic = 1.83 (magnética).

La Tabla 4. 7. muestra los parametros de red y el porcentaje de cationes Zn* situado en
posiciones tetraédricas de la estructura espinela. Se observa un aumento progresivo del

parametro de red al aumentar la cantidad de zinc en la estructura, de acuerdo a los resultados
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obtenidos previamente mediante DRX (Tabla 4. 6). Ademas, los resultados muestran la
tendencia de los cationes Zn%** a ocupar preferentemente posiciones tetraédricas. Estos

resultados corroboran los obtenidos mediante el estudio de absorcién de rayos X.

Por ultimo, no fue posible resolver el valor de los momentos magnéticos de los atomos de Fe
dado que, como ya se ha dicho al comienzo de este apartado, tan sélo el primer maximo de
difraccion presenta una contribucidn magnética apreciable. Este dato no es suficiente para la
resolucién de dos incégnitas, los valores de los momentos magnéticos de Fe en cada una de las
posiciones (tetraédrica y octaédrica). Aun asi, fue posible realizar un ajuste en todo el rango de
angulos medido (Figura 4. 18), pero sin poder obtener valores fisicamente coherentes de dichos

momentos magnéticos.

Tabla 4. 7. Pardmetros de red (a) y porcentaje de cationes Zn** ocupando posiciones tetraédricas
(A) en la estructura espinela, ambos obtenidos mediante el método de refinamiento Rietveld de

los difractogramas de neutrones de la serie de muestras ZnyFe 304 (0 < x < 1).

a Zn% (A)
(A) (%)

Muestra

ZnoiFe,s:0s  8.339(1)  65(28)
ZnoaFe,70s 8.345(1) 97 (13)
ZnossFe,q;0s 8362 (1)  83(10)
ZnosFe,330s  8.366(1) 99 (8)
ZnosoFe,200s  8.407 (1) 99 (4)

Zng.o3Fe2.0704 8.416 (1) 88 (6)

4.1.4.3. Caracterizacion magnética

Una vez que las muestras fueron quimica y estructuralmente caracterizadas, se procedié al
estudio mas en profundidad de sus propiedades magnéticas, ya iniciado mediante los ensayos
de difraccién de neutrones. Esta caracterizacion se realizé mediante medidas ZFC/FC y curvas de

magnetizacidn de la serie de muestras ZnsFe(s.504 (0 < x < 1).

La Figura 4. 19 recoge las curvas ZFC/FC, medidas entre 5 y 300 K y bajo un campo magnético
externo de 100 Oe. En todos los casos las curvas muestran un comportamiento similar, con la

presencia de un maximo en la curva ZFC, correspondiente al valor promedio de la temperatura
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de bloqueo del sistema (Ts), relacionado con el proceso congelacién de los momentos
magnéticos de las NPs. A temperaturas superiores a la Tg, las NPs presentardn comportamiento
superparamagnético [235]. El punto en el cual las curvas ZFC y FC comienzan a separarse (Tix),
corresponde a la temperatura de bloqueo de las particulas de mayor tamafio de modo que, la

diferencia entre Tir y Tsaporta informacion cualitativa sobre la polidispersidad de las NPs [236].
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Figura 4. 19. Curvas ZFC/FC de la serie de muestras ZnyFe;.04(0 < x < 1), medidos a 100 Oe.

Notar la diferencia de escala en la magnetizacion.

En el caso de las dos muestras con menor cantidad de Zn, Zno17Fe2.8304Yy Zng24Fe27604, NO se
alcanzd la Tg en el rango de temperaturas en el que se realizaron los experimentos. Esto indica
un comportamiento ferromagnético o superparamagnético, con una temperatura de transicion
magnética superior a los 300 K. El resto de muestras se encuentran en régimen
superparamagnético a temperatura ambiente. Los valores de Tg estan todos muy por encima de
la Ty correspondiente a la ferrita de zinc en bulk (10 K [237]) y decrecen progresivamente a
medida que aumenta la cantidad de zinc en la muestra (Tabla 4. 8). El valor de la Ts es
directamente proporcional al volumen de las NPs y la constante de anisotropia del sistema.
Teniendo en cuenta que todas las NPs tienen el mismo tamafio, los valores pueden ser
comparados concluyendo que la presencia de Zn en la estructura disminuye la anisotropia
magnética del sistema [238]. De igual manera, los valores de susceptibilidad magnética

disminuyen de forma gradual con el aumento de Zn.
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Tabla 4. 8. Pardmetros magnéticos de la serie de muestras ZnsFe .04 (0 < x < 1).

Ts Ms Mg Hc
Muestra

(K) (emu/g) (emu/g) (Oe)
Zno.17Fe2.5304 >300 69 0.4 2.3
Zno.2aFe27604 >300 51 0.2 1.7
Zno.ssFez.4704 148 42 0.1 2.2
Zng.s7Fe2330, 205 30 0.1 1.1
Zng.soFe;.2004 110 27 0.1 2.8
Zno.93Fe2.0704 85 17 0.3 4.9

Ademads, el maximo de la curva ZFC se va estrechando progresivamente con el aumento de Zn.
Esta serie de NPs tiene el mismo didametro y segun las distribuciones de tamafio calculadas por
TEM, todas las muestras presentan valores comparables de polidispersidad. De modo que, este
comportamiento se atribuye a la presencia de interacciones dipolares entre las NPs [239], siendo
mas notables a menores concentraciones de Zn en la estructura, estando en concordancia con

las tendencias observadas para los valores de Tg y de susceptibilidad magnética.

Por ultimo, las curvas FC, en las que se espera una saturacion a bajas temperaturas del momento
magnético, presentan un inusual maximo a bajas temperaturas, previamente descrito en la
literatura en ferritas nanométricas [240], incluidas las de zinc [235] [239] [241] [242] [243], que
se atribuye de nuevo a la presencia de interacciones dipolares entre las NPs. Este
comportamiento también es atribuible a la transicidn de vidrio de spin, en la que, por debajo de
cierta temperatura, los spines magnéticos de los dtomos se congelan en una determinada

posicion, dando lugar a una disminucidn de la magnetizacidon [244] [245] [47] [65].

Por otro lado, en la Figura 4. 20 se representan las curvas de magnetizacién con campo, o ciclos
de histéresis magnéticos, medidos a 290 K. Se aprecia la ausencia de histéresis como
caracteristica comun a todas las curvas, siendo los valores de coercitividad y remanencia
practicamente nulos en todos los casos (Tabla 4. 8). Ademas, todas las curvas presentan forma
de “S”. Estas caracteristicas indican que todas las muestras se encuentran en régimen
superparamagnético a esa temperatura [246]. Ademas, se observa una disminucién progresiva
de los valores de Ms a medida que aumenta el contenido de Zn en la muestra, como se observé
previamente en las curvas ZFC/FC (Figura 4. 19). Sin embargo, estudios previos reportan el

incremento de Ms a bajas concentraciones de dopaje con cationes Zn%, de naturaleza no
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magnética. Estos cationes tienden a ocupar posiciones (A), en sustitucién de cationes Fe®,
disminuyendo el momento magnético de la subred (A) y aumentando inicialmente el momento
magnético neto. Este comportamiento se observa hasta alcanzar un cierto grado de dopaje, en
torno a x = 0.3 en Zn«Fe;3 04 [227] [235] [55] [198] [247] [48]. Por encima de este punto, los
cationes Zn?* ocupan también las posiciones [B], en sustitucién de los cationes Fe?*, ejerciendo
un efecto contrario sobre la Ms, disminuyendo su valor rdpidamente. Ademas, la inclusién de
atomos no magnéticos dentro de una red magnética ordenada produce la disminucién de las

interacciones magnéticas y, por tanto, una disminucién de momento magnético neto.

Sin embargo, no se observa dicho incremento en la Ms en la serie de ferritas de zinc sintetizadas
mediante el método electroquimico, ni a bajos porcentajes de dopaje. Todos los valores de Ms
se encuentran por debajo del correspondiente a FesOs de tamafio similar, obtenido también

mediante el método electroquimico (82 emu/g).
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Figura 4. 20. Curvas de magnetizacion a 290 K de la serie de muestras ZnsFes.x04(0 < x < 1). La

grdfica interior muestra una ampliacion de las curvas.

4.2. Funcionalizacion superficial de las NPs

La funcionalizacidn superficial de las NPs con moléculas biocompatibles se llevé a cabo mediante
los protocolos descritos en el apartado 3.2. Funcionalizacion superficial de las NPs. En primer
lugar, se realizd un recubrimiento con moléculas de DA unidas a la superficie de las NPs
mediante quimica del catecol, generando una plataforma de grupos amino libres que pueden

servir como puntos de anclaje de otras moléculas de interés. Posteriormente, se anclaron a
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dichos grupos aminos los acidos citrico y fdlico, los cuales aportan funcionalidad y estabilidad

coloidal.

La evaluacion de la efectividad y calidad de la funcionalizacién superficial se llevd a cabo
mediante técnicas como TEM, TGA y FT-IR, ademds de la caracterizacién coloidal, mediante

medidas de potencial Zeta y tamafio hidrodindmico.

La Figura 4. 21 muestra las micrografias TEM de la ferrita de composicion ZngssFe;4704
recubierta con DA (Zngs3Fe;4704@DA) y posteriormente funcionalizada con los acidos citrico
(Znos3Fe2.470,@Cit) y félico (ZnossFe,4704@Fol). Se observa que las NPs mantienen su forma
cuasiesférica y un tamafio similar al previo (Figura 4. 12), lo que indica que el proceso de
funcionalizacién no es danino para el material. Ademds, puede apreciarse un menor grado de

agregacion de las NPs gracias al recubrimiento.
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Figura 4. 21. Micrografias TEM de las muestras a) ZnessFe;4;0.@DA, b) ZnossFe;.;0,@Cit y
¢) ZnossFez47;0.@Fol. Debajo de cada micrografia se encuentra la distribucion de tamariio de

particula calculada para cada muestra.

En la Figura 4. 22a se puede ver una comparativa de los analisis termogravimétricos de la
muestra ZnossFe»47;04 sin funcionalizar, tras la primera funcionalizacién con DA,
Znos3Fer470,@DA, y tras el posterior anclaje de los acidos citrico (ZnossFe2.4704@Cit) y fdlico
(Zno.s3Fe2.4704@Fol) a los grupos amino de la DA. La muestra ZngssFe;.4704 presenta una pérdida
de masa en dos etapas. Muestra una pequefia pérdida de aproximadamente 1.5% en peso en
torno a los 100 °C, correspondiente a la deshidratacién y pérdida de moléculas de agua
adsorbidas a la superficie de las NPs y posteriormente otra pérdida de peso hasta el 5%

alrededor de los 500 °C asociada a la descomposicidn térmica del surfactante (nBusNBr) utilizado
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durante la sintesis [68]. La pérdida de masa en las muestras de NPs funcionalizadas se produce
en tres etapas, correspondiendo la primera al proceso de deshidratacidon y las otras dos,
asociadas a la combustién del material organico presente en su superficie. Se estima una
pérdida del 9.5% del peso total en el caso de la muestra ZngssFe,4704@DA, un 11% para la
muestra ZnossFe,470,@Cit y un 13% en la muestra ZngssFe,.470,@Fol. La menor pérdida de masa
en la muestra recubierta Unicamente con DA, en comparacién con las funcionalizadas
posteriormente con los dcidos citrico y félico, confirman el efectivo anclaje de dichos acidos a los
grupos aminos libres de la DA. Por ultimo, las NPs funcionalizadas con moléculas de acido fdlico
presentan el mayor porcentaje de pérdida de masa probablemente asociado con el mayor peso

molecular de las mismas, en comparacidn con las de acido citrico.
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Figura 4. 22. Andlisis termogravimétrico (a) y espectros de absorcion FT-IR de las muestras

Znos3Fez.4704, ZnossFez4704@DA, Zno ssFez.4704@Cit y Zno ssFez.4,04@Fol (b).

Paralelamente, se realizd una comparativa de las mismas muestras mediante espectroscopia
infrarroja (Figura 4. 22b). Se observa la presencia de una gran banda a 590 cm™ en todas las
muestras, caracteristica de la vibracién de tensidn simétrica M(s¢>0 en ferritas, asignada a las
vibraciones de Fe y Zn situados en posiciones tetraédricas [248], junto con una banda ancha
centrada en 3420 cm™ atribuida a vibraciones N-H y/o O-H [154]. Esta ultima banda, junto con la
centrada a 1632 cm™, de menor intensidad, se asocian ademas a moléculas de agua adsorbidas a

la superficie de las NPs [249].

La presencia del recubrimiento con DA queda confirmada mediante la presencia de las
principales bandas caracteristicas de dicha molécula, como vibraciones de grupos C-O arilicos
(~1290 cm?), las propias de anillos aromaticos (~1500 cm™) y flexién de grupos N-H de aminas

primarias (~1600 cm™). Ademas, la presencia de grupos C-H propios de las moléculas orgdnicas
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gueda en evidencia por el aumento de intensidad en las bandas en el rango de frecuencias de

2800-2950 cm™ [250] [251].

Por ultimo, la funcionalizacién con los dacidos citrico y félico se confirma mediante bandas
caracteristicas a la vibracion del grupo carbonilo C=0 en &cidos carboxilicos (~1720 cm™) y en
amidas (~1650 cm™), junto con modos vibracionales en torno a 1380 cm™, 1260 cm® y

1100 cm, atribuibles a los grupos COO, C-O y OH presentes en ambos acidos [252] [69].

4.3. Caracterizacion coloidal
Una vez confirmada la presencia de los recubrimientos superficiales de las NPs, se procedié a
evaluar la estabilidad coloidal de las mismas. Para ello, se realizaron medidas de potencial Zeta y

tamafio hidrodinamico de las NPs en disolucion acuosa.

4.3.1. Potencial Zeta

En la Figura 4. 23 puede observarse la comparativa de los valores de potencial Zeta obtenidos en
funcién del pH de la muestra ZnossFe2.4704 sin funcionalizar y de las muestras ZngssFe;.4704@DA,
ZnossFe24704@Cit Yy ZnossFe47;04@Fol, recubiertas con DA, acido citrico y fdlico,
respectivamente. Las diferencias entre los valores obtenidos para las distintas muestras dejan en
evidencia la efectiva funcionalizacion superficial de las NPs, de acuerdo a lo observado

previamente mediante TGA y FT-IR.

La muestra ZngssFe,4704 presenta valores de potencial Zeta dentro del intervalo de +35 mV,
debido al estado protonado o desprotonado de los oxigenos presentes en la superficie de las
NPs en funcion del valor del pH. El valor a pH 7 es de 3.4 mV y el punto isoeléctrico, en el cual la
carga neta de las NPs es igual a cero, se encuentra en torno a pH 9.3, debido a la ausencia de

recubrimiento organico.

En el caso de la muestra ZngssFe2470:.@DA, el valor del potencial Zeta a pH neutro es de 6 mV,
similar a los descritos en la literatura [250] [253] [254]. Suponiendo que las moléculas de DA
estuvieran unidas a la superficie de las NPs mediante el grupo catecol y segun los valores de pKa
de la DA (pKa; = 9.05, pKa,=10.58, pKas; = 12.07) [255], los valores de potencial Zeta deberian
ser muy positivos (> 30 mV) [256] [257] hasta pH 9, observando un cambio brusco en torno a ese
pH, coincidente con la desprotonacién del grupo amino. Por el contrario, en el caso de que la
unién de la DA a la superficie de las NPs se produjera mediante el grupo amino, se obtendrian
valores muy negativos de potencial Zeta (< -40 mV) [258] [259]. Las NPs presentan el punto
isoeléctrico, en el cual la carga neta de las NPs es igual a cero, a un pH de 7.2 y bajos valores de

potencial Zeta, en valor absoluto, en un rango de pH de 5 a 9. Estos datos parecen indicar que
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las moléculas de DA se unen a la superficie de las NPs a través de ambos grupos, mediante el

grupo catecol y mediante el grupo amina.
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Figura 4. 23. Medidas de potencial Zeta en funcion del pH, de las muestras ZngssFe;4704,

Zno.ssFe;.a70.@DA, Zno ssFez.4704@Cit y Zno.ssFez..70.@Fol.

Los valores de potencial Zeta a pH neutro de las muestras Znos3Fe;.4704@Cit y ZngssFe;.470.@Fol,
varian significativamente en comparacién a la muestra ZngssFe;4704.@DA (6 mV), justificando el
anclaje de dichas moléculas a los grupos amino de la DA. Se observa que los valores se van
haciendo mas negativos a medida que aumenta el pH, a causa de la desprotonacion de los
acidos carboxilicos presentes en ambas moléculas, aprecidndose cambios mas acusados en los
valores correspondientes a los pKas de ambos acidos, citrico (pKa; = 3.15, pKa; = 4.77,
pKas; = 6.40) y félico (pKa; = 2.3, pKa>= 8.3). Los valores de potencial Zeta a pH 7 son -26.6 mV
para la muestra ZnossFe;.4;0.@Cit y -28.9 mV para la muestra ZngssFez.47;0.@Fol, que son lo
suficientemente negativos como para considerar ambas muestras coloidalmente estables a pH

fisioldgico [260].

4.3.2. Tamaiio hidrodinamico
Las medidas de tamafio hidrodindmico (Du) obtenidas para los diferentes coloides en solucidn
acuosa, quedan recogidas en la Tabla 4. 9. Los valores de Dy de las muestras ZngssFe2.4;0,@Cit y

Znos3Fez4704@Fol presentan valores similares, 147.5 nm y 162.4 nm, respectivamente.
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En todos los casos los valores de PDI indican un moderado grado de polidispersidad [261],
observandose una notable mejoria en las muestras ZngssFe2470.@Cit y ZngssFez.470.@Fol, con
respecto a la muestra ZnossFe;4704@DA. Estos resultados estdan en concordancia a lo observado
previamente en las medidas de potencial Zeta (Tabla 4. 9), mediante las cuales se intuye una

pobre estabilidad coloidal para la muestra ZngssFe2.4704@DA.

Tabla 4. 9. Propiedades coloidales de suspensiones acuosas a pH 7 de las muestras
Znos3Fess7;04@DA, ZnossFezq,0.@Cit  y ZnossFes470.@Fol. Potencial Zeta (mV), tamano
hidrodindmico (Dy) e indice de polidispersidad (PDI).

Muestra Potencial Zeta Du PDI
(mV) (nm)
Znos3Fez.47,04@DA 6.0 165.1 0.223
Znos3Fez470.@Cit -26.6 147.5 0.142
Znos3Fes.47,0.@Fol -28.9 162.4 0.131

4.4. Ensayos de toxicidad

Se llevd a cabo un estudio de toxicidad de las NPs tanto in vitro como in vivo. Para ello se
utilizaron las muestras ZngssFe;.470.@Cit y ZnossFe,470.@Fol, cuyas propiedades coloidales
quedan resumidas en la Tabla 4. 9. El motivo de la eleccién de esta composicidon quimica de la
ferrita en concreto, se debe a que presenta una cantidad de zinc intermedia en su estructura, en

comparacion al resto de muestras de la serie.

4.4.1. Toxicidad in vitro

Para los estudios de toxicidad in vitro se trabajé con varias lineas celulares, descritas en el
apartado 3.6.1. Toxicidad in vitro, realizando estudios de viabilidad y toxicidad celular mediante
ensayos MTT, de internalizacién en la linea celular Hela y de la activacion de la respuesta

inmune en macrofagos mediante el ensayo Griess.

4.4.1.1. Viabilidad celular

En primer lugar, se realizd un analisis preliminar de viabilidad celular en células HeLa mediante
ensayos MTT, a tiempos de exposicion a las NPs de 24 horas. Para los experimentos se utilizaron
las muestras Zngs3Fe2.4704@Cit y ZnossFe2.4704@Fol, de similar potencial Zeta y Dy (Tabla 4. 9),
cuya principal diferencia radica en el recubrimiento superficial. Se analizé un rango de

concentraciones de 0 a 0.5 mg/mL de NPs, observando una viabilidad celular en torno al 100%
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en todos los casos (Figura 4. 24). Por este motivo se concluye que no hay toxicidad por parte de

las NPs en el rango de concentraciones utilizado.
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Figura 4. 24. Evaluacion de viabilidad celular mediante el ensayo MTT, en la linea celular Hela,

tras 24 horas de exposicion a las muestras de NPs Zno.ssFe;.4;0.@Cit y Zno.ssFe,.4,0.@Fol.

4.4.1.2. Internalizacion celular

A continuacion, se hizo un estudio de internalizaciéon en la misma linea celular (Hela), con el
objetivo de comprobar si las NPs son capaces de entrar efectivamente en el interior celular. La
Figura 4. 25 muestra una comparativa entre las dos muestras utilizadas, a diferentes

concentraciones.

Se observa un patrén de internalizacion comin en ambos casos. Los dos tipos de NPs son
capaces de internalizar en la célula, observando un aumento progresivo en la concentracién de
NPs en el citoplasma con el aumento de la concentracidn utilizada. La morfologia celular se
mantiene similar a la de las células control en todos los experimentos, corroborando la ausencia
de toxicidad de las NPs en el rango de concentraciones utilizado y estando en concordancia con

los resultados previos obtenidos mediante los ensayos de MTT.
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Figura 4. 25. Estudio de internalizacion de las muestras de NPs ZngssFez.;0,@Cit y

Zno.s3Fe2.470.@Fol a concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1 y 0.3 mg/mL, en la linea celular Hela.

4.4.1.3. Toxicidad celular

Debido a la similitud de los datos obtenidos de estos estudios previos de viabilidad e
internalizacién celular, se decidio realizar los siguientes experimentos de toxicidad tanto in vitro

como in vivo, utilizando Unicamente la muestra ZnossFe».47;0,@Cit.

La Figura 4. 26 resume el estudio toxicolégico realizado mediante ensayos MTT en diversas
lineas celulares, incubadas con NPs durante 24 horas en un rango de concentraciones de
0 a 1 mg/mL. No se observaron evidencias de toxicidad en las lineas celulares CaLu-3 (pulmdn) y
CaCo-2 (intestino), manteniendo valores de viabilidad celular alrededor del 100% en todo el
rango de concentraciones estudiado. En el caso de las lineas celulares Hep G2 (higado) y SKNAS

(sistema nervioso) se observd un ligero descenso de la viabilidad, con valores de en torno a un
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85% para todo el rango de concentraciones. Por lo tanto, se puede concluir que la muestra
Znos3Fe,.470,@Cit no es potencialmente téxica a concentraciones de NPs de hasta 1 mg/mL en
dicha linea celular, ya que los valores de viabilidad se mantienen en el rango del 80 al 100%, en
comparacion con el control. Por ultimo, las lineas celulares Raw 264.7 (macrdfagos) y MDCK
(rindn) muestran un progresivo descenso de la viabilidad celular con el aumento de la
concentracidn de NPs, llegando a un valor minimo de 72% y 62% respectivamente, a 1 mg/mL de
NPs. Esto parece indicar que las NPs ejercen una moderada toxicidad en estos tipos de lineas

celulares en concreto, estando ambos implicados en el proceso de eliminacion de las NPs del

organismo.
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Figura 4. 26. Estudio toxicolégico mediante ensayos MTT, en las lineas celulares MDCK, CalLu-3,
CaCo-2, Hep G2, Raw 264.7 y SKNAS, tras 24 horas de exposicion a la muestra Zno ssFe;.47;0,@Cit,
en un rango de concentraciones de 0 - 1 mg/mlL de NPs. Los valores representan la media + SD
(n = 3). El simbolo (*) muestra la significacion estadistica en comparacion con el control. (Prueba

t de Student, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

4.4.1.4. Ensayo Griess

Los macrofagos son células fagociticas capaces de reconocer patégenos o particulas extranas al

organismo, en este caso concreto las NPs, activandose y consecuentemente secretando diversos

92



4. RESULTADOS Y DISCUSION

mediadores quimicos involucrados en el proceso de inflamacién. Estas moléculas son muy
agresivas, no sélo contra moléculas o particulas extrafias, sino también contra los tejidos del
organo en el que se encuentren [262]. Entre ellos, el 6xido nitrico (NO) es un marcador clave de

la activacion de la inflamacién [263].

Por ello, se realizé un ensayo Griess de deteccidn de NO en la linea celular Raw 264.7, sefial de la
activacion de la respuesta inmune en macréfagos a consecuencia de la exposicidon durante 24

horas de éstos a las NPs.

Los resultados se muestran en la Figura 4. 27, indicando una activacién del sistema inmune a
partir de concentraciones de 0.5 mg/mL de NPs, manteniéndose niveles basales para el resto de

concentraciones estudiadas.

[NO] (uM)

0,004 0,016 0,062 0,25 1
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Figura 4. 27. Ensayo Griess de deteccion de NO en la linea celular Raw 264.7, tras 24 horas de
exposicion a la muestra ZnossFe;470,@Cit, en un rango de concentraciones de 0 a 1 mg/mL de
NPs. Los valores representan la media + SD (n = 3). El simbolo (*) muestra la significacion
estadistica en comparacion con el control. (Prueba t de Student, * p < 0.05, ** p < 0.01,

**% p < 0.001, **** p < 0.0001).

4.4.2. Toxicidad in vivo

No es raro obtener resultados contradictorios in vitro e in vivo, dada la gran cantidad de
procesos bioldgicos que se dan en el organismo, imposibles de reproducir in vitro. El modelo
animal Xenopus laevis ha sido propuesto recientemente como una potencial herramienta capaz
de cerrar la brecha entre los ensayos basados en células in vitro y los modelos de evaluacion de

la toxicidad en mamiferos [172]. El uso del modelo de Xenopus laevis en combinacién con
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pruebas in vitro en lineas celulares de mamiferos constituye una herramienta eficaz, rapida y
econdmica de evaluar la nanotoxicidad antes de realizar pruebas en mamiferos in vivo.

Otro punto a tener en cuenta es que, en nanotoxicologia, es imprescindible evaluar tasas de
exposicion de NPs realistas para extraer conclusiones edificantes de los experimentos in vitro e
in vivo. Mientras que la exposicidn a altas dosis de NPs conduce a una rapida deteccién y
cuantificacién del limite de toxicidad, el principal problema de salud publica relacionada con los
nanomateriales deberia referirse a exposiciones crdnicas a dosis mas bajas [80].

De acuerdo a ello, se realizd un estudio de toxicidad y biodegradacién de NPs de
Znos3Fez.4704@Cit in vivo, utilizando el modelo animal Xenopus laevis, tras la administracion via
oral de las NPs. El estudio consiste en una comparativa entre exposiciones a NPs a corto y a largo
plazo, proporcionando informacion sobre los posibles efectos adversos debidos al contacto

puntual y crénico con las NPs.

4.4.2.1. Viabilidad

Se realizaron dos experimentos de exposicion de embriones a diferentes concentraciones de NPs
de la muestra ZnossFe»470,@Cit, concretamente de 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/mL, dejando un grupo de
embriones sin tratar a modo de control. En ambos experimentos la exposicién de los embriones
a las NPs se inici6 en el estadio 38, hasta alcanzar el estadio 45, previo al proceso de
metamorfosis (Figura 3. 7). En el primer caso, los embriones se incubaron a una temperatura de
23 °C, alcanzando el estadio 45 en aproximadamente 72 horas. El segundo experimento se llevd
a cabo a mds baja temperatura, 18 °C, con el objetivo de retrasar su desarrollo. De esta manera,
el estadio 45 se alcanza en aproximadamente 120 horas, pudiendo realizar un estudio

comparativo a mayores tiempos de exposicidn a las NPs.

Para determinar el porcentaje de supervivencia tras la exposicion a las NPs, se hicieron conteos
de embriones muertos cada 24 horas de experimento. En la Figura 4. 28. se muestra la
evolucién de la mortalidad de ambos experimentos, a corto plazo, tras 72 horas y a largo plazo,
tras 120 horas de exposicion. No se cuantificéd ningin embriéon muerto en los grupos control de

ambos experimentos.

En el experimento a corto plazo (Figura 4. 28. a), no se observa una disminucidn significativa de
la viabilidad tras 48 horas de exposicién para las diferentes concentraciones de NPs, excepto en
el caso de la concentracion mas alta. Para esta condicion experimental, 2 mg/mL, el factor de
supervivencia disminuyd hasta un 83% tras 48 horas de exposicidon y hasta un 48% pasadas 72

horas. El resto de condiciones experimentales mostraron una menor toxicidad, aumentando
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progresivamente a medida que se incrementa la concentracién de NPs, sin que la tasa de

mortalidad sea superior al 25%.
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Figura 4. 28. Porcentaje de supervivencia de los embriones de Xenopus laevis durante los

experimentos de exposicion a las NPs de ZnossFe;.4;0.@Cit, tras 72 horas (a) y tras 120 horas (b).
Los conteos de embriones muertos se realizaron cada 24 horas. El simbolo (*) muestra la
significacion estadistica en comparacion con el control. (Prueba t de Student, * p < 0.05,

**p<0.01, ***p <0.001, **** p <0.0001).

El experimento a largo plazo (Figura 4. 28. reportd resultados similares al experimento previo,
hasta las 72 horas. Tras 96 horas, se detectdé un aumento drastico de la mortalidad de los
embriones en el caso de la concentracién mas alta, de 2 mg/mL de NPs, con una supervivencia
Unicamente del 10%. Las NPs mostraron una moderada toxicidad en el caso de la concentracién
de 1.5 mg/mL, con una supervivencia del 70% y una baja toxicidad para las concentraciones de 1
y 0.5 mg/mL, aumentando progresivamente al aumentar la concentracién de NPs. Finalmente,
tras 120 horas de exposicion a las NPs, se observd una mortalidad significativa en todos los
casos, siendo el valor de supervivencia menor al 80% para todas las condiciones experimentales

y aumentando la toxicidad de las NPs de una manera dependiente de la dosis.

4.4.2.2. Estudio fenotipico

Se realizd un estudio fenotipico de los renacuajos supervivientes tras los experimentos de
exposicion a las NPs a tiempo corto (72 horas) y a tiempo largo (120 horas), con el objetivo de
cuantificar la presencia de fenotipos anormales debido a dicha exposicién y su incidencia como

consecuencia de la duracién del experimento.

En la Figura 4. 29a se recogen imagenes representativas de los diferentes fenotipos anormales

detectados, en comparacion a un embridn control de fenotipo normal. Estos fenotipos consisten
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en una moderada o severa inflamacidn intestinal, una curvatura acusada en la espina dorsal y un

agrandamiento en la aleta ventral a causa de la presencia de edema.
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Figura 4. 29. a) Imdgenes representativas de los diferentes fenotipos detectados en los ensayos
de toxicidad en los embriones de Xenopus laevis. b) Cuantificacion de fenotipos anormales
detectados en los embriones supervivientes de Xenopus laevis, tras 72 horas y c) tras 120 horas
de exposicion a las NPs de ZngssFe;4;0.@Cit. El simbolo (*) muestra la significacion estadistica
en comparacion con el control. (Prueba Chi-cuadrado, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,

**%% ) < 0.0001).

La Figura 4. 29 muestra la cuantificacion de la incidencia de los diferentes fenotipos tras las
72 horas (Figura 4. 29b) y tras las 120 horas de experimento (Figura 4. 29c). La comparacion de

los fenotipos detectados entre ambos experimentos se hace complicada ya que la cuantificacién
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estd hecha sobre los embriones supervivientes, siendo el indice de supervivencia entre ambos

experimentos notablemente diferente (Figura 4. 28.

En ambos experimentos se observa inflamacién del intestino, ya sea moderada o severa, en
todas las condiciones experimentales. El Unico caso en el que no se detecté inflamacion
intestinal moderada fue en el experimento de larga duracién, a la concentracién mas alta de NPs
(Figura 4. 29c), probablemente debido al alto indice de mortalidad de esa condicidn
experimental en concreto. En el resto de condiciones y en ambos experimentos se observa un
mismo patrén de inflamacidn intestinal. Se observa una disminucidn de la inflamacién moderada
a medida que aumenta la concentracion de NPs, mientras que, de modo contrario, la

inflamacidn severa aumenta con el incremento en la concentracion de NPs.

Se detectaron casos de embriones con la espina dorsal curvada en ambos experimentos, sin una
tendencia clara asociada a la dosis de exposicion a las NPs. Ademads, también se detectaron
casos en los embriones control en un porcentaje similar, no pudiendo asociar este fenotipo a

una posible toxicidad por parte de las NPs.

Unicamente se observaron renacuajos con agrandamiento de la aleta ventral a causa de la
presencia de edema, en los supervivientes del experimento a corto tiempo de exposicion,
aumentando el nimero de casos con el incremento en la concentracién de las NPs. Se observa
una disminucién en el caso de la concentracion mas alta, de nuevo asociado al aumento en el

indice de mortalidad de esa condicidn experimental.

4.4.2.3. Evaluacion histolégica

Se realizé un anilisis histoldgico mediante la observacion de secciones intestinales y de faringe
de diferentes embriones, con un microscopio electrénico de barrido (SEM). La Figura 4. 30
muestra la comparacion entre un embridn control y otro expuesto a una concentracion de NPs
de 2 mg/mL durante 72 horas, junto a los mapas elementales obtenidos mediante energia

dispersiva de rayos X (EDS) de las regiones recuadradas en las secciones de faringe.

Tanto la seccidn tisular intestinal como la de faringe correspondientes al embrién control,
muestran la morfologia normal de ambos érganos, es decir, la correspondiente a un individuo
sano. En la micrografia del intestino de este individuo es posible distinguir claramente la
estructura tubular del érgano, siendo imposible de observar en la micrografia correspondiente al
embrion expuesto a las NPs. Como se indicd en el estudio fenotipico, un alto porcentaje de los

embriones supervivientes presentaron moderada o severa inflamacidn intestinal (Figura 4. 29).
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En el ejemplo de la Figura 4. 30 se muestra un embridn con inflamacién intestinal severa,

presentando dicho 6rgano deformado y/o no bien desarrollado.

La micrografia correspondiente a la seccion de la faringe del embrién expuesto a las NPs no
muestra diferencias morfoldgicas en comparacion con el embrién control. En cambio, es posible
visualizar la presencia de puntos de mayor contraste, correspondientes a areas de acumulacion
de NPs. La composicion de las mismas fue analizada haciendo mapeos elementales, detectando
la presencia de Fe y Zn en los espectros EDS, no siendo posible su deteccién en los embriones
control. De esta forma queda evidenciada la efectiva ingesta de NPs por parte de los embriones

durante los experimentos.

Intestino Faringe Mapa elemental

Control

2 mg/mL

ZB8 K

Figura 4. 30. Imdgenes SEM de secciones de intestino y de faringe de un embridn control y de un
embrion expuesto a una concentracion de NPs de Zng ssFe2.4;0.@Cit de 2 mg/mL, tras 72 horas de
experimento. Los mapas elementales obtenidos mediante SEM-EDS, corresponden a las dreas

recuadradas en las imdgenes de las secciones de la faringe.

4.4.2.4. Cuantificacion de Fe y Zn

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de Fe y Zn acumulada en el organismo de los
embriones tras la ingesta de NPs y la comparacién entre ambos experimentos a diferentes
tiempos de exposicion, se llevé a cabo el andlisis elemental del tejido embrionario mediante

ICP-OES.
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La Figura 4. 31 contiene la cuantificacién de Fe y Zn obtenida por ICP-OES de muestras de tejido
embrionario de las diferentes condiciones experimentales (concentracién de NPs y tiempo de
exposiciéon a las mismas), en comparacion a los niveles fisiolégicos de ambos elementos

detectados en los embriones control.

En términos generales, se observa un claro incremento de los niveles de Fe y Zn tras la
exposicidn a las NPs a corto plazo en comparacion con los niveles fisiolégicos, mientras que la
concentracién de ambos elementos se mantiene en torno a los niveles basales tras la exposicién

a largo plazo.

Mas concretamente, el experimento a corto plazo muestra un incremento en las cantidades de
Fe y Zn en los embriones expuestos a 0.5 y 1 mg/mL de NPs, disminuyendo dichos valores en
embriones expuestos a mayores concentraciones de NPs, 1.5 y 2 mg/mL. Este hecho puede ser
un signo indicativo de la activacién de las rutas metabdlicas del Fe y del Zn, junto con el

comienzo del proceso de excrecién de ambos elementos.

En el experimento a largo plazo, los niveles de Fe y Zn se mantienen en torno a los valores
fisiolégicos en todas las condiciones experimentales. Esto indica que tras 120 horas de
exposicidon a las NPs, éstas han sido completamente metabolizadas y excretadas, sin evidencias

de acumulacién de las mismas en el organismo de los embriones.
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0,00000
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Figura 4. 31. Contenido de Fe (a) y Zn (b), obtenido mediante ICP-OES, presente en el tejido
embrionario de Xenopus Laevis expuestos a las diferentes concentraciones de NPs de
ZnossFe;470.@Cit, tras 72 horas (rojo) y tras 120 horas (verde) de experimento, en referencia a

los contenidos detectados en embriones sin tratar (negro).
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4.4.2.5. Metabolismo y biodegradacion

Dada la implicaciéon del hierro y del zinc en un gran nimero de procesos celulares, los
organismos presentan diversos mecanismos para su transporte y almacenamiento de forma no
toxica [95] [96]. Debido a esto, existe la posibilidad de que ambos elementos sean incluidos y
procesados por las rutas metabdlicas tras la degradacion de las NPs. Por este motivo, se analizé
la expresién de algunos de los principales genes implicados en el metabolismo del Fe y del Zn
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR), realizando un estudio comparativo de los
niveles de expresidon génica tras los experimentos de exposicién de los embriones de Xenopus

laevis a corto (72 horas) y a largo plazo (120 horas), a las diferentes concentraciones de NPs.

La Figura 4. 32 muestra la expresién génica de ferritina, dmtl y transferrina, todas ellas
proteinas implicadas en el metabolismo del Fe. Los niveles de expresion de ferritina
permanecieron constantes a tiempos cortos de exposicion a las NPs. Por el contrario, su
expresion se vio incrementada a tiempos largos de exposicion, hasta 4 veces mas en
comparacion con el control, de una forma dependiente a la dosis de NPs. Las expresiones de
dmtl y de transferrina presentaron un comportamiento opuesto, estando reguladas
positivamente tras la exposicion a corto plazo y recuperando niveles basales tras la exposicion a
largo plazo. Concretamente, los niveles de expresidon de dmtl aumentaron alrededor de 3 veces
en comparacién con el control, independientemente de la concentracion de NPs suministrada,
mientras que los niveles de expresion de transferrina se incrementaron progresivamente con el

aumento de la dosis de NPs.

Los resultados obtenidos en el experimento a corto plazo muestran que, en una primera etapa
posterior a la ingesta de las NPs, se produce la sobre-expresidon del transportador de metales
divalentes DMT1, localizado en la membrana apical de los enterocitos y el principal responsable
de la absorcion de Fe proveniente de la dieta [183]. Cabe mencionar que el transportador DMT1
no es selectivo de Fe* y que debido a la presencia de Zn** en la composicién de las NPs, la
regulacion positiva de este gen puede estar a su vez influenciada por dicho elemento. Después
de transitar la célula, el Fe sale de ella a través del transportador Ferroportina, ubicado en la
membrana basolateral de los enterocitos, para ser posteriormente unido a la proteina
Transferrina, una glicoproteina transportadora de Fe en plasma [184]. La expresion de esta
ultima proteina, Transferrina, estd también regulada positivamente tras la exposicidn a corto
plazo a las NPs, de una manera dependiente de la dosis, permitiendo el transporte de Fe a través
del torrente sanguineo para alcanzar los diferentes érganos. Por el contrario, la expresién de

Ferritina, la principal proteina de almacenamiento del Fe en el interior celular [184] mantiene
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niveles basales, lo que indica la incompleta metabolizacién de dicho elemento tras este periodo

de tiempo.
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Figura 4. 32. Cuantificacion de la expresion de genes implicados en el metabolismo del hierro en
embriones de Xenopus Laevis, tras 72 horas (a) y tras 120 horas (b) de exposicion a las NPs de
ZnossFe;4;0.@Cit. El simbolo (*) muestra la significacion estadistica en comparacion con el

control. (Prueba t de Student, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

La Figura 4. 33 muestra la expresidon de los genes mt4, zntl y hspa9, relacionados con el
metabolismo del Zn. Se observa la sobre-expresion de todos ellos tras la exposicién a las NPs de
los embriones a corto plazo, alcanzando los valores maximos de 5.3, 1.6 y 1.7 veces mas en
comparacién con el control, en la condicion experimental de 1 mg/mL de NPs. Este valor maximo

de sobre-expresion génica coincide con la concentracidn de Zn maxima detectada mediante
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ICP-OES (Figura 4. 31b) para la misma concentracién de NPs. Por el contrario, la expresidén génica
disminuye al aumentar la dosis de NPs. El experimento a largo plazo muestra la notable sobre-
expresion de mt4, alrededor de 15 veces mas en comparacién con el control, para todas las
condiciones experimentales. La expresidn de znt1 se ve incrementada de forma representativa,
2 veces en comparacion con el control, Unicamente tras la exposicidn a la concentracidn mas
alta de NPs, 2 mg/mL, mientras que la expresidén de hspa9 mantiene los niveles basales en todo

el rango de NPs utilizado.
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Figura 4. 33. Cuantificacion de la expresion de genes implicados en el metabolismo del zinc en
embriones de Xenopus Laevis, tras 72 horas (a) y tras 120 horas (b) de exposicion a las NPs de
ZnossFe;4;0.@Cit. El simbolo (*) muestra la significacion estadistica en comparacion con el

control. (Prueba t de Student, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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La proteina ZnT1 es un transportador de membrana perteneciente a la familia de las proteinas
ZnT, responsable de disminuir la cantidad de Zn intracelular mediando la salida de éste al
exterior celular o su entrada a vesiculas intracelulares [185]. Después de la absorcion de Zn
proveniente de la dieta en el intestino a través del transportador Zip4, ubicado en la membrana
apical de los enterocitos [186], ZnT1, que parece ser el Unico transportador de la familia ZnT
localizado en la membrana plasmatica, actia como el principal regulador de la salida de Zn de la
célula [264]. En el experimento a corto plazo, su expresidn se ve incrementada a partir de la
condiciéon experimental de 1 mg/mL de NPs, disminuyendo ligeramente a dosis mayores de NPs
y siguiendo un patrén similar a los resultados obtenidos mediante ICP-OES (Figura 4. 31b). Este
comportamiento parece ser un signo de la activacién del metabolismo del Zn y del comienzo del
proceso de excrecidn, con la consiguiente disminucidn de Zn en el organismo. Tras la exposicidn
de las NPs a largo plazo, sélo se detectd un aumento significativo en la expresidn de este gen a la
concentracién mas alta de NPs, lo que indica que en este punto, pasadas 120 horas tras la
exposicién de los embriones a las NPs, el organismo se encuentra en la etapa final del proceso
de excrecion.

Hspa9 es una proteina de choque térmico mitocondrial de 70 kDa (mtHsp70) que participa en
diversas rutas celulares regulando procesos como la proliferacién celular, la tumorogénesis o la
respuesta al estrés [187]. Esta proteina se encuentra altamente expresada en la etapa mads
temprana de desarrollo del sistema renal en Xenopus laevis [265] y su regulacidén estd inducida
por la proteina Zim17 [265], que contiene un motivo “dedo de Zn” [266] en su estructura. Su
expresion parece estar regulada en concordancia a los niveles de concentracion de Zn: se sobre-
expresa a corto plazo y no se induce tras una exposicién prolongada a las NPs, lo que corrobora
el proceso completo de excrecion del Zn en esta etapa.

Por ultimo, la expresidon del gen mt4 se encuentra regulada positivamente tras las exposiciones a
las NPs, tanto a corto como a largo plazo, con un mayor incremento de la expresién en esta
ultima condicién experimental. La proteina Mt4 pertenece a la familia de las metalotieninas, que
son proteinas de bajo peso molecular, ricas en cisteina, implicadas en la regulacién de la
homeostasis de Zn en el citoplasma celular [93]. Su sobre-expresion confirma la efectiva
absorbancia de Zn en la etapa de exposicion a las NPs a corto plazo, alcanzando valores de
saturacion tras largos tiempos de exposicidn. Estos resultados estan en concordancia con la
regulacion positiva del gen znt1, promoviendo la salida del exceso de Zn al exterior celular para
su posterior eliminacién.

En resumen, los patrones de expresion de los genes relacionados con el metabolismo de Fe y Zn

parecen indicar que, tras un corto periodo de exposicion (72 horas) de los embriones de
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Xenopus laevis a las NPs de ferrita de zinc, se produce una activacién de los mecanismos de
absorcion de Fe y Zn por parte del organismo, con la consecuente sobre-expresién de proteinas
transportadoras e inducibles por dichos metales. Tras un largo periodo de exposicién (120
horas), dichas proteinas recuperan sus niveles de expresion basal, mientras que se produce la
sobre-expresion de proteinas encargadas del almacenamiento de Fe y Zn, hecho indicativo de Ia
completa absorcidon y metabolizacién de ambos elementos. En este punto, los resultados de ICP-
OES indican que las concentraciones de ambos metales se encuentran a su vez en torno a los
niveles basales, sefial de que, tras este periodo de tiempo, el proceso de excrecién del exceso de
Fe y Zn se encuentra en su ultima etapa (Figura 4. 34). En el caso concreto del metabolismo de
Zn, existe una superposicién parcial entre ambos procesos en el experimento a corto plazo, lo
gue sugiere que estas rutas metabdlicas tienen lugar mas rdpidamente que las equivalentes para
el Fe. De modo que, seria necesario realizar un experimento en una escala de tiempo intermedia

para poder determinar el comienzo y fin de ambos procesos con mayor precisién.
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Figura 4. 34. Representacion esquemdtica de la variacion en la concentracion de Fe y Zn en el
organismo de los embriones de Xenopus laevis en funcion del tiempo. En la parte inferior se
indican los niveles de expresion de los transportadores y proteinas implicados en el metabolismo

de ambos elementos, en funcion de la etapa de absorcion (naranja) y de excrecion (verde).
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4.4.2.5.1. Acumulacion de las NPs

Con el objetivo de evaluar la acumulacién de las NPs en el organismo, se realizaron medidas de
susceptibilidad magnética en campo alterno de tejido embrionario de cada condicién
experimental. Esta técnica, debido a su gran sensibilidad, permite discriminar entre la
contribucidn magnética de las NPs de la proveniente de las especies enddgenas portadoras de
Fe. Estas especies se encuentran generalmente a una mayor concentracién, pero dan lugar a una
sefial magnética mas débil que la de las NPs. No es posible la deteccion de Zn mediante esta

técnica debido a su naturaleza no magnética.

La Figura 4. 35 muestra las componentes en fase (x’) y fuera de fase (x’’) de la susceptibilidad
magnética de muestras de tejido bioldgico obtenido tras los experimentos de exposicion de los
embriones de Xenopus laevis a las NPs, a corto y a largo plazo (72 y 120 horas). Se muestran, en
concreto, las concentraciones de 1 mg/mL (Figura 4. 35a y Figura 4. 35b) y de 2 mg/mL de NPs
(Figura 4. 35c y Figura 4. 35d), ya que no fue posible detectar sefial magnética para el resto de

condiciones experimentales.

El aumento de la ¥ con la temperatura observada en los experimentos a corto plazo de
exposicion (Figura 4. 35a y Figura 4. 35c¢) indica la presencia de NPs en el organismo de los
embriones. Por el contrario, en los experimentos a largo tiempo de exposicidon solo se observa
una sefial diamagnética débil (negativa y constante en todo el rango de temperatura) en la
contribucién de ¥/, lo que indica que la posible presencia de cualquier particula restante se
encuentra por debajo del limite de deteccion de esta técnica. Estos resultados estan de nuevo
en concordancia con los obtenidos mediante el analisis ICP-OES (Figura 4. 31a) y las conclusiones
derivadas del estudio de metabolismo y degradacién de las NPs, corroborando que, tras 72
horas de exposicion a las NPs, el organismo se encuentra en la fase de absorcién de las mismas.
Pasadas 120 horas de exposicion, el proceso de absorcién ha concluido y el organismo se

encuentra en la Ultima etapa del proceso de excrecién de las NPs [267].

Adicionalmente, fue posible detectar la presencia de ferritina, la principal proteina de
almacenamiento de hierro en el organismo, mediante el maximo en la grafica x’ del
experimento de exposicion a largo plazo a la concentracién de 2 mg/mL de NPs en torno a los
10 K (Figura 4. 35d). La ubicacion de la temperatura de esta sefial concuerda con mediciones
previas de esta proteina [268], cuyo nlcleo biomineralizado presenta siempre un
comportamiento magnético similar (independientemente del ser vivo) cuando se mide en las

mismas condiciones. Estos resultados estdn de acuerdo con la sobre-expresion de ferritina
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observada para esta condicién experimental sefialada por los resultados de RT-gqPCR

(Figura 4. 32).
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Figura 4. 35. Medidas de susceptibilidad magnética con campo alterno de tejido embrionario de
Xenopus laevis. Componentes en fase (X'(T)) y fuera de fase (x”(T)) de la susceptibilidad
magnética, por masa de muestra, correspondientes a tejidos liofilizados de grupos de embriones
tras 72 horas (rojo) y tras 120 horas (verde) de exposicién a concentraciones de a) y b) 1 mg/mLy

c)y d) 2 mg/mL de NPs.

4.5. Aplicaciones biomédicas
A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacidén de las NPs como posibles
agentes biomédicos en tratamientos térmicos combinados contra el cancer. Concretamente, se

estudio su efectividad en tratamientos de hipertermia magnética y de terapia fototérmica.

4.5.1. Hipertermia magnética
Como se comenté previamente en el apartado 1.3.1.1, una de las principales limitaciones en los
tratamientos de hipertermia magnética mediados por NPs es la dificultad para ejercer un control

preciso de la temperatura alcanzada en el tejido tumoral con el objetivo de no daiar los tejidos
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sanos. Por ello, uno de los principales objetivos de este trabajo era el disefio de un agente
termosensibilizador para terapias de hipertermia magnética, que aparte de ser biocompatible,
posea unas propiedades magnéticas adecuadas y presente una Tc justo por encima de la
temperatura terapéutica, ~43 °C. Este control sobre la Tc haria posible que las NPs dejaran de
calentar una vez alcanzada la temperatura deseada, evitando el sobrecalentamiento de la zona a

tratar y de tejidos adyacentes [127] [128].

Analizando los resultados obtenidos en el estudio magnético de la serie de muestras ZnyFe3x0a
(0 < x < 1) detallado en el apartado 4.1.4.3. Caracterizacion magnética., se llega a la conclusion
de que la muestra mas apropiada para ser empleada en tratamientos de hipertermia magnética
es la de composicidn ZngssFez4704. En primer lugar, ésta presenta comportamiento
superparamagnético a 290 K (Figura 4. 20) y una Ms de 42 emu/g (Tabla 4. 8), caracteristicas
necesarias para su uso en biomedicina y su manipulacion magnética, respectivamente. En
segundo lugar, las curvas ZFC/FC (Figura 4. 19) indican que el valor de T¢ correspondiente a esta
muestra estd por encima de la temperatura ambiente. Aunque no se puede asegurar que el
valor de la Tc sea de 43 °C, esta composicion de NPs posee la relacién de propiedades
magnéticas mas comprometida de la serie. Por este motivo, los experimentos se realizaron con
muestra ZnossFe2.470,@Cit de NPs, ya que ademas es necesario que las NPs cuenten con buenas

propiedades coloidales.

Los experimentos se realizaron tomando 1 mL de una suspensién coloidal de NPs a diferentes
concentraciones (15, 10 y 5 mg/mL), frecuencias de trabajo (111.7, 468 y 331 KHz) y amplitudes
de campo magnético (232, 127 y 80 Oe) (Tabla 4. 10). Como se indicé previamente en el
apartado 1.3.1.1. Hipertermia magnética, el limite experimental establecido entre el producto
de la frecuencia y la amplitud del campo aplicado no debe exceder los 5x10° Am™s™ [48] [126].
La temperatura de las muestras se registré durante 300 s tras la aplicacion del campo
magnético, calculando el incremento de temperatura a partir de la region estable y lineal. Todas

las medidas se realizaron por triplicado.

Inicialmente, se realizaron medidas con las tres concentraciones de NPs (15, 10 y 5 mg/mL) en
las mismas condiciones experimentales, es decir, misma frecuencia y amplitud de campo
aplicado, con el fin de determinar la concentracién déptima. Se observd que la muestra de
15 mg/mL de concentracion se desestabilizaba rapidamente al aplicar el campo,
sedimentandose las NPs en el fondo del recipiente. Las muestras de 10 y 5 mg/mL de
concentraciéon permanecian estables durante mads tiempo, aunque la muestra de menor

concentraciéon reportd un menor incremento de temperatura.
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Tabla 4. 10. Condiciones de medida (frecuencia y campo aplicado) y valores de SAR obtenidos

para la muestra Zne.ssFe;.470.@Cit (10 mg/mL) en los experimentos de hipertermia magnética.

Frecuencia Campo AT SAR
(kHz) (Oe) (°C) (W/g)
111.7 127 1.4 (0.4) 5.5 (2.0)

331 127 2.6 (0.2) 14.3 (1.2)
111.7 232 4.5(1.1) 15.8 (0.7)
111.7 232 3.6 (0.9) 14.8 (0.8)

Por estos motivos se considerd que la concentracion optima era la de 10 mg/mL de NPs. Se
realizaron medidas con diferentes combinaciones de frecuencia y amplitud de campo. La
Tabla 4. 10 recoge los valores de SAR obtenidos mds representativos, ya que no todas las

condiciones de trabajo reportaron incrementos de temperatura detectables.

El valor de SAR mas alto obtenido fue de 15.8 W/g, correspondiente a la muestra medida con las
condiciones experimentales de 111.7 kHz y 232 Qe, con un incremento de temperatura de

4.5°C.

Ademas, se midié el incremento de temperatura generado en las mismas condiciones
experimentales, pero con las NPs embebidas en agar-agar, un medio de alta densidad en
comparacion con el agua. Debido a la alta densidad del medio, el movimiento rotacional de las
NPs, es decir, el mecanismo de calentamiento Browniano estd impedido. De modo que el
calentamiento generado se debera uUnicamente al producido mediante el mecanismo de
calentamiento de tipo Néel, debido a la rotaciéon interna de los momentos magnéticos. El valor
de SAR obtenido en estas condiciones fue de 14.8 W/g, ligeramente mas bajo que el obtenido al
utilizar agua como medio dispersante. De igual manera, esta muestra reporté un menor
incremento de temperatura, concretamente de 3.6 °C. Por lo tanto, se concluye que el
mecanismo de calentamiento predominante de las NPs es el de tipo Néel, con una pequefa
contribucién del mecanismo de tipo Brown, motivo por el cual el incremento de temperatura

obtenido es ligeramente menor.

El resto de condiciones experimentales mostraron valores menores de SAR. Concretamente, la
muestra medida a la misma frecuencia, 111.7 kHz, y menor amplitud de campo, 127 Oe, reportd

un valor de SAR de 5.5 W/g y un incremento de temperatura de 1.4 °C, mientras que con la
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muestra medida aplicando el mismo campo y aumentando la frecuencia a 331 kHz se obtuvo un

valor de SAR de 14.3 W/g y un incremento de temperatura de 2.6 °C (Tabla 4. 10).

Cabe decir que tanto los valores de SAR obtenidos como los incrementos de temperatura
registrados son bajos, no siendo adecuados para su empleo como agentes termosensibilizadores

en terapias de hipertermia magnética [48] [269] [270] [271].

4.5.2. Terapia fototérmica

Igualmente, se evalud el uso de las NPs de ferrita de zinc sintetizadas en terapia fototérmica. En
este caso se estudiaron ademas de la muestra ZnogssFe,4;0.@Cit, otras dos composiciones,
Zno.17Fe2.3304@Cit y Zng soFe2200.@Cit, con el objetivo de llevar a cabo el andlisis de la respuesta
de calentamiento fototérmico de las NPs de ferrita de zinc en funcién de la composicién quimica
de las mismas, es decir en funcién de la cantidad de zinc en la estructura, ya que no existian
estudios previos en la literatura. Para ello, se realizaron experimentos con suspensiones acuosas
de 0.25 mg/mL de tres muestras de NPs de diferente composicion, Zn.Fe;3x0.@Cit (x = 0.17,
0.53, 0.80), irradidandolas con un laser de 800 nm. Ademads, se estudié su capacidad de
calentamiento en funcidn de la densidad de potencia de laser aplicada empleandose densidades

de potencia de 0.6, 0.8, 1.1y 1.4 W/cm?.

Previamente se caracterizaron las NPs para comprobar que presentaban ademds de un tamafio
de cristal similar un recubrimiento orgdnico parecido, con el objetivo de estudiar exclusivamente
la influencia del contenido de Zn en su eficacia de calentamiento. En la Tabla 4. 11 se muestra el
porcentaje de pérdida de masa equivalente a la cantidad de recubrimiento organico de las
muestras, junto con la caracterizacion coloidal de las mismas a pH 7. Se observa que, en todos
los casos, la pérdida de masa se encuentra en un rango del 8 al 10% del peso total de las NPs. La
caracterizacion coloidal muestra valores similares de Dy y potencial Zeta para las tres muestras.
Por ello, puede asumirse que las NPs difieren Unicamente en la composicion quimica, es decir, la

cantidad de zinc en la estructura cristalina.

En primer lugar, se investigaron las tres composiciones de NPs mediante espectroscopia UV-Vis,
mostrando una extincidon éptica efectiva en las regiones del NIR y del visible (Figura 4. 36).
Aparentemente, existe una dependencia entre la composicion quimica de las NPs y el coeficiente
de extincidn, que tiende a disminuir a medida que aumenta la cantidad de zinc en la muestra.
Tang et al. reportaron un fenémeno similar dado en NPs de magnetita de 10 nm. En ese caso la
reduccion de absorcidn de luz en la regidn NIR se asociaba a la disminucidn de cationes Fe* en la

estructura cristalina debido a la oxidacidon de magnetita a maghemita [272].
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Tabla 4. 11. Porcentaje de recubrimiento orgdnico determinado por TGA y propiedades coloidales
de las muestras ZnxFe3.90.@Cit (x = 0.17, 0.53, 0.80), incluyendo el tamafio hidrodindmico (D),
PDI (indice de polidispersidad) y los valores de potencial Zeta de la suspension acuosa de NPs a

pH 7.

Recubrimiento Potencial
Muestra Dy (nm) PDI
organico (%) Zeta (mV)
Zno.17Fe28304@Citric 9 198 0.210 -46 (4)
Znos3Fe;.47,04@Citric 10 187 0.243 -44 (3)
Zno.soFe2.2004@Citric 8 196 0.180 -40 (4)

0,7
0,6
05
<
5 04 _\/\\
S
S 03¢t
£
g
0,2
L Zn,;,7€,6,0,
O’l - Zn0.53F62.47O4
znO.BOFeZZOOIt

'400 500 600 700 800 900
A (nm)

Figura 4. 36. Espectros de extincion UV-Vis de las muestras ZnyFe.xO.@Cit (x= 0.17, 0.53, 0.80)

en funcidn de la composicion quimica de las mismas.

La Figura 4. 37a muestra el incremento de temperatura de la suspensién acuosa de la muestra
de NPs de composicion Zng 17Fe;5304@Cit, al ser irradiada durante 10 minutos con las diferentes
densidades de potencia del laser detalladas previamente. Se observa el mismo patron de
calentamiento de la solucién acuosa para las cuatro condiciones de medida, produciéndose un
rapido aumento de la temperatura durante la irradiacion del laser y alcanzando un valor maximo
alrededor de los 5 minutos que se mantiene estable hasta que la irradiacién termina. A partir de
ese momento la temperatura disminuye abruptamente, alcanzando de nuevo la temperatura
original de la que se partié. No se observd un aumento representativo de temperatura en el

control de agua destilada en ninguna de las condiciones experimentales. El mismo patréon de
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calentamiento se ve repetido para las otras dos muestras, Zngs3Fe;.4704@Cit y ZngsoFe2.200.@Cit

(Figura 4. 37b y Figura 4. 37c).

En la Figura 4. 37d se observa claramente un aumento progresivo del incremento de
temperatura de las soluciones a medida que la potencia aumenta para todas las NPs estudiadas.
Este incremento resulta ser linealmente dependiente de la potencia de irradiaciéon, como ya

habia sido descrito previamente en la literatura [273].
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Figura 4. 37. Respuesta de calentamiento fototérmico de soluciones acuosas 0.25 mg/mL de a)
Zno.17Fe;.830.@Cit, b) Znp.ssFez.4;0.@Cit y ¢) Zno.soFez2004@Cit, al ser irradiadas con un ldser de
800 nm durante 10 minutos, aplicando densidades de potencia de 0.6, 0.8, 1.1y 1.4 W/cm?. d)
Variacion del incremento de temperatura obtenido en funcion de la composicion de la muestra y

de la densidad de potencia de irradiacion del ldser.

En cuanto a la influencia de la composicidn quimica en la eficacia de calentamiento, tal y como
cabia esperar de la informacidn obtenida de los espectros UV-Vis, existe una clara dependencia

de la composicién quimica de las NPs en su respuesta de calentamiento, aumentando la eficacia
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a medida que disminuye la cantidad de zinc en la muestra. A modo de ejemplo, la temperatura
de la disolucién que contiene ZngsoFe2200.@Cit NPs se elevd un maximo de 5.8 °C, la disolucién
de ZngssFey470.@Cit se calentdé 10 °C y finalmente, la temperatura de la muestra
Zno;Fe;30,@Cit aumentd un total de 11 °C al ser irradiadas con una densidad de potencia de 1.4
W/cm? (Figura 4. 37d). De modo que, estos resultados confirman que las NPs de 6xido de hierro
pueden absorber efectivamente la energia laser de 800 nm y convertirla en calor. Ademas, las
NPs que contienen bajo contenido de Zn son mas eficientes al inducir un mayor aumento de

temperatura con la misma concentracién, densidad de potencia de laser y tiempo de irradiacién

De acuerdo a la Ecuacion 3. 8 [193], las eficiencias de conversién fototérmica (n) calculadas
fueron de un 62% para la muestra Zno.17Fe,5304@Cit, 47% para la muestra ZnossFe,4704@Cit y

25% para la muestra Zno soFe22004@Cit (Figura 4. 38).
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Figura 4. 38. Eficiencias de conversion fototérmica de las muestras ZnyFe;.x0.@Cit (x = 0.17,

0.53, 0.80) en funcion de la composicion quimica de las mismas.

Estos valores resultan ser altos en comparacidn a los reportados previamente en la literatura
para otras ferritas de tamafio similar [274] [275] y otros sistemas magnéticos combinados [276]
[148]. Esta mejora en la eficacia permitiria reducir tanto la concentracién de NPs como la
densidad de potencia aplicada en futuros tratamientos fototérmicos. Ademas, los valores de n
obtenidos varian linealmente en funcién del nivel de dopaje (X). Este hecho posibilita el disefo
de NPs magnéticas con propiedades de conversidon fototérmica controladas modificando la
composicion quimica, ya sea solas o combinadas con otro tipo de materiales, creando sistemas

multifuncionales [148] [150].
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Por otra parte, los resultados revelan que la reducciéon del caracter metalico de las NPs mediante
la modificacion de la composicién, es decir, mediante el aumento de la cantidad de zinc, reduce
significativamente el valor de n. De hecho, los datos experimentales parecen indicar que el
reemplazo completo de cationes Fe?* por cationes Zn?*daria lugar a un valor de n practicamente
nulo. El origen exacto de esta reduccidn en la magnitud de n, asi como del mecanismo que da
lugar al incremento de temperatura inducido por las NPs de dxido de hierro no han sido
completamente dilucidados hasta el momento. Sin embargo, los resultados sugieren que ambos
fendmenos estan fuertemente relacionados con el contenido de hierro y que, por lo tanto, esto

estd correlacionado con la absorcion de luz NIR por parte de dicho elemento y con la posterior

relajacién de forma no radioactiva.

Por ultimo, la influencia de la composicidon quimica de las NPs en sus propiedades épticas se
evalué mediante microscopia de campo oscuro. El contraste en este tipo de imagenes es
proporcional a la eficiencia de dispersion de las NPs individuales. La Figura 4. 39a muestra las
imagenes en campo oscuro obtenidas para las tres composiciones de NPs estudiadas, pudiendo
observarse cémo el contraste de las NPs aumenta progresivamente a medida que aumenta el

contenido de zinc en la muestra.

Adicionalmente, la Figura 4. 39b representa graficamente la intensidad de luz dispersa
promediada por NP, para las tres composiciones estudiadas, corroborando que la seccidn eficaz
de dispersién por NP aumenta con el contenido de zinc. Este resultado, en combinacién con la
disminucién de n en relacién al contenido de Zn, sugiere que a medida que la cantidad de dicho
elemento aumenta, se produce un aumento en la eficiencia de dispersidn a expensas de la
eficiencia de absorcién fototérmica. M.E. Sadat et al. reportaron previamente datos sobre la
fuerte influencia tanto del tamafio de particula como del recubrimiento superficial en el balance
entre las seccion eficaz de dispersion y absorciéon en NPs de FesO4 [151]. De nuevo, la fuerte
relacion entre las propiedades opticas (dispersion, absorcion, extincidn) de las NPs magnéticas
basadas en oxido de hierro y sus caracteristicas como particulas individuales queda evidenciada,

en este caso en cuanto a su composicién quimica.
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Figura 4. 39. a) Imdgenes de campo oscuro y b) intensidad por NP de las muestras

ZnyFe304@Cit (X = 0.17, 0.53, 0.80).

Resumiendo, los resultados experimentales revelan que la composicidon quimica de las NPs juega
un papel clave en la determinacidon de las propiedades dpticas. Se ha comprobado que el
aumento en el contenido de Zn conduce a una disminucidon simultdnea en la eficiencia
fototérmica y a una mejora en la seccion transversal de dispersion. Por lo tanto, es posible
ajustar de manera controlada tanto el calentamiento inducido por la luz y las propiedades
Opticas como las propiedades magnéticas durante el procedimiento de sintesis. Esta posibilidad,
junto a su facil y versatil decoracién superficial, hacen que las NPs Zn4Fes;.«O4 sean excelentes
candidatos para su empleo en terapia magneto-fototérmica, usandolas como una sola entidad o

en sistemas combinados multifucionales [273].
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5. Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo se resumen en los puntos detallados a

continuacion:

- El método electroquimico empleado para la sintesis de NPs de ferrita de zinc demostré ser
reproducible, robusto, econdmico y de gran versatilidad. Dicha versatilidad permite el disefio de
NPs de tamafio y composicion de forma controlada mediante la optimizacion de pardmetros de
sintesis tales como la temperatura de reaccién y la intensidad de corriente aplicada a la celda

electroquimica.

- Gracias al control de las variables del método de sintesis, fue posible la obtencién de NPs de
una serie de ferritas de zinc de composicién variable, ZnFe3 04 (0 < x < 1), y 12 nm de
diametro. Mediante la exhaustiva caracterizacién estructural y magnética de las NPs sintetizadas
se determind que los cationes Zn** se sitian preferencialmente en las posiciones tetraédricas de
la estructura espinela, que los valores de Ms disminuyen progresivamente a medida que
aumenta la cantidad de zinc en la composicion de las NPs y que estas presentan caracter

superparamagnético a temperatura ambiente para valores de x > 0.24.

- Mediante la efectiva funcionalizacidn superficial de las NPs con moléculas de dopamina y el
posterior anclaje de moléculas biocompatibles (acidos citrico y félico), fue posible la obtencidn
de NPs con una superficie activa y/o funcional, con un didmetro hidrodinamico por debajo de los
200 nm y con buena estabilidad coloidal, siendo todas ellas propiedades necesarias para su

empleo en biomedicina.

- Los estudios de toxicidad in vitro realizados con suspensiones coloidales de NPs de composicién
Znos3Fes.4704 y funcionalizadas con acido citrico (ZnossFes.470.@Cit) mostraron, en primer lugar,
qgue las NPs son capaces de internalizar efectivamente en la linea celular Hela. Ademas, los
estudios revelaron que las NPs no son potencialmente tdxicas para las lineas celulares Calu-3,
CaCo-2 y Hep G2, manteniendo los valores de viabilidad celular en un rango de 80-100% a
concentraciones de NPs de hasta 1 mg/mL. Por el contrario, la viabilidad de las lineas celulares
Raw 264.7 y MDCK mostré una moderada toxicidad, con valores en el rango de 50-70%, lo que
indica que las NPs ejercen un mayor efecto téxico en las lineas celulares implicadas en el proceso
de excrecion de las mismas. Por ultimo, se detectd la activacion del sistema inmune en

macrofagos a partir de concentraciones de 0.5 mg/mL de NPs.
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- Los estudios de toxicidad in vivo realizados mediante la exposicién de embriones del modelo
animal Xenopus laevis a las NPs de ZngssFe;470.@Cit, mostraron un aumento progresivo en la
tasa de mortalidad con el aumento de la concentracién de NPs y el tiempo de exposicion (de 72
a 120 horas). El experimento de exposicidn a las NPs a corto plazo (72 horas) resultd ser
potencialmente téxico Unicamente para la concentracion de 2 mg/mL de NPs, con una tasa
supervivencia menor del 50%, mientras que el experimento a largo plazo (120 horas) mostré una
mortalidad significativa en todos los casos, aumentando esta de una manera dependiente de la
dosis. Se detectaron fenotipos anormales asociados a la exposicién a las NPs, relacionados
principalmente con el tracto gastrointestinal. Mediante el estudio de expresidn de genes
implicados en el metabolismo del hierro y del zinc y los niveles de ambos elementos en el
organismo de los embriones, fue posible establecer que, tras 72 horas de exposicion a las NPs, el
organismo se encuentra en la etapa de absorcidon de las mismas. Pasadas 120 horas, se
determiné la completa absorcién y metabolizacidon de las NPs, y que el proceso de excrecion se
encuentra en su Ultima etapa, no siendo posible la deteccidn de acumulacién de NPs en el

organismo de los embriones.

- Los resultados obtenidos para las NPs de composicidon ZnossFe;4704y 12 nm de didmetro
muestran un bajo calentamiento bajo campo magnético alterno (SAR), de modo que, se
concluye que estas no son adecuadas para su empleo como agentes termosensibilizadores en

terapias de hipertermia magnética.

- El estudio de la respuesta de calentamiento fototérmico de las NPs en funcién de la
composicion quimica de las mismas mostraron, en general, altos valores de eficiencias de
conversion fototérmica. El estudio sistematico de las propiedades dpticas (extincion, dispersion
y absorcién de luz) de las NPs revela que la composicidon quimica juega un papel clave en la
determinacién las mismas. Los resultados obtenidos demuestran que el aumento en el
contenido de zinc en la estructura espinela conduce a una simultdnea disminucién en la
eficiencia fototérmica y una mejora en la seccidn transversal de dispersion. Esto permite el
ajuste controlado del calentamiento inducido por la irradiacidon con luz NIR y sus propiedades

Opticas durante el proceso de sintesis de las NPs.
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