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RESUMEN

La técnica de obtencion de imagenes por Resonancia Magnética (MR,
siglas en inglés) permite la visualizacion de Organos y tejidos para el
diagnostico médico. Esta técnica destaca por ser no invasiva, no requerir el uso
de agentes radiactivos u ondas electromagnéticas de alta energia, poseer una
alta resolucidon espacial y una gran profundidad de imagen. A pesar de estas
ventajas, a veces es necesario aumentar el contraste entre la region de interés y
su entorno, empleando agentes de contraste (ACs) que estan constituidos por
sustancias magnéticamente activas que acortan los tiempos de relajacion Ty
T, del proton. Los ACs que acortan T oscurecen la regién de interés, mientras
que aquellos que disminuyen el valor de T1 dan lugar a un mayor brillo de dicha
region. Entre los primeros destacan los 6xidos superparamagnéticos basados en
6xido de hierro, y entre los segundos, los compuestos de Gd** en los cuales

estan basados los agentes de contraste comerciales.

Aunque la técnica MRI esta muy bien establecida en el &mbito clinico,
se estan abordando en la actualidad diversas modificaciones de la misma con el
objetivo de mejorar la fiabilidad del diagnéstico. En concreto, se han propuesto
la técnica de MRI a alto campo y la técnica de MRI dual T1 - T. La primera
supone emplear campos magnéticos mas altos que los implicados en los
escaneres usados en clinica (< 3 T), con el objeto de mejorar la resolucion. La
segunda permite aumentar la sensibilidad y exactitud del diagnéstico
registrando iméagenes brillantes y oscuras de forma simultanea, ya que,
mediante la validacion cruzada de ambos tipos de imagenes, se pueden excluir

falsos positivos y, ademas, obtener informacion complementaria.

Desafortunadamente, los ACs convencionales que se usan en clinica no
son adecuados para la obtencion de iméagenes mediante estas técnicas por lo
que es imperativo desarrollar nuevos agentes de contraste. Para la técnica de
MRI a alto campo, se han desarrollado diversas alternativas siendo los
candidatos mas prometedores los compuestos basados en Dy**, ya que este ion

posee un momento magnético muy elevado (10,6 uB), lo cual conduce a valores

15



de relajatividad transversal elevados. Para MRI dual T:-T> son igualmente
interesantes los compuestos basados en iones Dy** como componente T, y
como componente T, suelen emplearse iones Gd** los cuales poseen un alto
momento angular de espin (7/2) que permite alcanzar un alto valor de
relajatividad longitudinal.

En la bibliografia se han reportado distintos ACs, tanto para MRI de
alto campo como para MRI dual T1-T», basados en NPs basadas en diversos
fluoruros de los elementos lantanidos anteriormente mencionados, los cuales se
caracterizan por presentar cierta solubilidad en medio acuoso que da lugar a la

liberacion de iones fluoruro que son potencialmente téxicos.

Por altimo, en los ultimos afios se estan desarrollando sondas que sean
atiles para la obtencion de bioimagenes mediante distintas técnicas que
permitan obtener informacion complementaria para asi mejorar la precision del
diagnostico. Entre las distintas combinaciones posibles, destacan aquellas que
son adecuadas para la obtencién de imagenes mediante MRI y mediante
luminiscencia, especialmente en la regién del infrarrojo cercano (NIR, siglas
en inglés) por ser este tipo de radiacién menos dafiina y tener mayor poder de
penetracion en los tejidos. Esta Ultima técnica es muy Util para profundizar en
el conocimiento de patologias a nivel celular o subcelular debido a su alta
sensibilidad, la cual complementa a la informacién anatémica proporcionada
por la técnica MRI, haciendo de esta combinacion de técnicas una herramienta
muy potente de diagnostico médico. La disponibilidad de una Unica sonda que
sea capaz de actuar como agente de contraste para ambos tipos de técnicas es
obviamente de gran interés ya que reduciria posibles efectos no deseados y
aumentaria la comodidad para el paciente. Hasta el momento, la mayoria de
sondas reportadas en la bibliografia para la obtencion de imagenes
multimodales también estan basadas en nanoparticulas de matriz fluoruro cuya

problemética ya ha sido comentada.

Estos antecedentes justifican la pertinencia de esta tesis doctoral cuyos

principales objetivos son el desarrollo de agentes de contraste quimicamente
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estables para MRI monomodal a alto campo, para MRI dual T:-T> y para
imagen multimodal mediante MRI a alto campo e imagen luminiscente en el
NIR.

Para conseguir estos objetivos ha sido necesario considerar diferentes
composiciones, desarrollar diversos métodos de sintesis de nanoparticulas y
analizar sus caracteristicas morfoldgicas y estructurales, su estabilidad quimica,
su dispersabilidad, su relajatividad magnética, sus propiedades luminiscentes
(en el caso de las sondas multimodales) y su viabilidad celular.

En concreto, en el caso de los ACs para MRI de alto campo, se han
estudiado distintas composiciones que incluyen vanadatos, molibdatos,
volframatos y fosfatos de Dy**. Como resultado de estos estudios se concluye
que, el sistema Optimo es el constituido por nanoparticulas de DyPOs
funcionalizadas con acido poliacrilico. En el caso de los ACs para MRI dual
T1-To, se han explorado diversas arquitecturas (fase Unica, nlcleo-corteza) de
sistemas constituidos por DyVO, como componente T, y por GdVO, como
componente T, siendo el disefio éptimo el constituido por nanoparticulas de
DyVO, recubiertas con una corteza de GdVO,, y funcionalizadas con &cido
poliacrilico. Por altimo, en el caso de los ACs para la obtencion de imagenes
multimodales mediante MRI de alto campo y luminiscencia en la region
infrarroja, se ha desarrollado un sistema constituido por nanoparticulas
funcionalizadas con &cido poliacrilico de DyVO. (componente magnético)
recubiertas por una corteza inactiva de LaVO, Yy una corteza exterior de LaVO4
dopado con iones Nd** (componente luminiscente). En todos los casos en los
que ha sido posible, se ha evaluado el comportamiento in vivo de las sondas
Optimas en un modelo animal, que ha permitido establecer la idoneidad de
dichas sondas como agentes de contraste para la obtencion de bioimagenes
mediante las técnicas de MRI de alto campo, MRI dual T1-T» y mediante el uso

combinado de MRI de alto campo y luminiscencia en el NIR.
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ABSTRACT

Magnetic Resonance Imaging (MRI) allows the visualization of organs
and tissues for medical diagnosis. This technique is non-invasive, does not
require the use of radioactive agents or high-energy electromagnetic waves, and
has a high spatial resolution and a great image depth. Despite these advantages,
in order to increase the contrast in these images between the region of interest
and its surroundings, it is often necessary to use contrast agents (CAs), which
are composed of magnetically active substances that shorten T and T proton
relaxation times. CAs that shorten T, darken the region of interest, while those
that decrease T; value result in an increased brightness of the region of interest.
The commercial and more efficient T CAs, are based on different Gd**
compounds. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles are among the most
studied T, CAs.

Although MRI is well established in clinics, several modifications of this
technique are being currently addressed with the aim of improving diagnostic
reliability. In particular, high-field MRI and T1-T> dual mode MRI have been
proposed. The first one improves image resolution by using higher magnetic
fields than those involved in conventional scanners (< 3 T). T1-T2 dual mode
MRI involves recording bright and dark images simultaneously. By so doing,
cross-validation of both types of images can be carried out, so that false
positives can be excluded, and complementary information can be also
obtained. Both advantages allow to increase diagnostic sensitivity and

accuracy.

Unfortunately, the conventional CAs used in clinics are not suitable for
these novel techniques, for which, it is imperative to develop new contrast
agents. For the high-field MRI technique, several alternatives have been
considered. The most promising candidates are compounds based on Dy,
since this ion has a very high magnetic moment (10.6 uB), which leads to high
transverse relaxivity values. For T1-T» dual mode MRI, compounds based on

Dy*"ions as T, component are equally interesting, and as T1 component, Gd**
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ions are usually used, which have a high spin angular momentum (7/2) that
allows high values of longitudinal relaxivity. Different CAs have been reported
in the literature, both for high-field MRI and T:-T» dual mode MRI, consisting
of fluoride-based nanoparticles containing Dy** and Gd*". The main drawback
of these fluoride-based nanoparticles is their solubility in aqueous media, which
result in the release of potentially toxic fluoride ions.

Finally, an increasing activity can be detected in literature regarding with
the development of multimodal bioimaging probes, which can be used for two
or more imaging techniques that allow to obtain complementary information
thus improving diagnosis accuracy. Among the different possible
combinations, MRI and luminescence have been widely studied. This
combination of techniques is very useful for medical diagnosis since
luminescent imaging gives information on pathologies at the cellular or
subcellular level due to its high sensitivity, which is complementary to the
anatomical information provided by MRI technique. For the former technique,
working in the near-infrared (NIR) region is advantageous because this type of
radiation is not harmful for biological specimens and has a high penetration
deep. For multimodal bioimaging, the development of single probes that wok
properly for all involved techniques would reduce undesired effects and would
be more comfortable for the patient. So far, most of the probes reported in
literature for MRI and NIR luminescent bioimaging are also fluoride-based
nanoparticles, whose drawbacks for in vivo applications has been already

discussed.

The main objectives of this doctoral thesis are the development of
chemically stable contrast agents for high-field single-modal MRI, for T;-T-
dual mode MRI and for multimodal imaging by using high-field MRI and near-

infrared luminescent imaging.

To achieve these objectives, it has been necessary to consider different
CAs compositions, developing various methods of nanoparticle synthesis and

to analyzing their morphological and structural characteristics, their chemical
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and colloidal stability, their magnetic relaxivity, their luminescent properties
(in the case of multimodal probes) and their cell viability.

In the case of CAs for high-field MRI, vanadates, molybdates, tungstates
and phosphates containing Dy*" have been addressed. As a result of these
studies, it is concluded that the optimal system is the one constituted by DyPO4
nanoparticles functionalized with polyacrylic acid. In the case of CAs for dual
T1-T, dual mode MRI, different architectures (single-phase, core-shell) based
on DyVO; as T, component and GdVO, as T1 component, have been explored,
the optimal design being the one consisting of DyV O, nanoparticles coated with
a GdVOq shell, and functionalized with polyacrylic acid. Finally, in the case of
CAs for multimodal imaging by high-field MRI and luminescence in the
infrared region, a system consisting of polyacrylic acid-functionalized DyVO,
nanoparticles (magnetic component) coated with an inactive LaV O, shell and
an outer LaVO, shell doped with Nd** ions (luminescent component) has been
developed. In all cases, the in vivo behavior of the optimal probes was evaluated
in animal model, which allowed to establish the suitability of these probes as
contrast agents for bioimaging by high-field MRI, T:-T, dual mode MRI and

by the combined use of high-field MRI and near-infrared luminescence.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AC(s): agente(s) de contraste

CA(s): contrast agent(s)

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

Dh: diametro hidrodinamico

DLS: dynamic light scattering

DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium

DRX: difraccion de rayos X

EDC: 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil carbodiimida
EDS: espectroscopia de energias dispersivas de rayos X
EG: etilenglicol

FDA: Food and Drug Administration

FSN: fibrosis sistémica nefrogénica

FTIR: espectroscopia infrarroja de absorcion por transformada de Fourier

ICP-AES: espectrometria de emision atémica con plasma acoplado

inductivamente

lo: intensidad de luminiscencia a tiempo cero

loi: componente de la intensidad de luminiscencia

Xem: longitud de onda de emision

dexc: longitud de onda de excitacion

Ln: lantanido

MRI: imagen por resonancia magnética

MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
MW: horno asistido por microondas
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NIR: infrarrojo cercano

NP(s): nanoparticula(s)

PAA: &cido poliacrilico

PAH: poli(clorhidrato) de alilamina
PBS: disolucidn salina tamponada con fosfato
PEG: polietilenglicol

PZ: potencial zeta

Ri1: velocidad de relajacion longitudinal
R.: velocidad de relajacion transversal
r1: relajatividad longitudinal

r2: relajatividad transversal

RMN: resonancia magnética nuclear

sulfo-NHS: N-hidroxisulfosuccinimida

SPION: nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro

STEM: microscopia electrénica de trasmisién con modo barrido.

T: tiempo de vida media de luminiscencia

Ti: tiempo de vida media de luminiscencia para el componente i con intensidad

loi

T.: tiempo de relajacion longitudinal

T,: tiempo de relajacion transversal

TEM: microscopia electronica de transmision
TG: termogravimetria

TO-PRO-3: tiazol rojo
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CAPITULO I: MOTIVACION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccién

La nanomedicina es una rama de la medicina que utiliza la
nanotecnologia para la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de diferentes
enfermedades.>? Esta tesis doctoral se enmarca en el ambito del diagndstico
clinico y méas concretamente, en el relacionado con la adquisicion de
bioimdgenes mediante técnicas avanzadas de resonancia magnética. A
continuacion, se presenta una descripcién breve de los fundamentos y
caracteristicas de esta técnica junto con un analisis de los principales retos que
deben abordarse con objeto de optimizar el funcionamiento de la misma y, por

tanto, la fiabilidad del diagndstico

1.2 Obtencidn de imagenes mediante resonancia magnética

para el diagnostico clinico

Es sobradamente conocido que gran parte de los recientes avances en
el campo del diagndstico médico son debidos al empleo de modernas técnicas
de obtencidn de imagenes de células, tejidos y érganos tales como la imagen
por resonancia magnética, la tomografia axial computarizada, la tomografia por
emision de positrones y la tomografia computarizada por emisién de foton
Unico. La primera de ellas destaca por ser una técnica no invasiva, con alta
resolucion espacial y gran profundidad de imagen. Ademas, no requiere el uso
de agentes radiactivos u ondas electromagnéticas de alta energia, a diferencia

de las otras técnicas mencionadas.® *

La técnica de imagen por resonancia magnética (MRI, en inglés) se
basa en la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), siendo el
protén (*H) el niicleo méas cominmente analizado debido a su elevada constante
giromagnética, a la abundancia del agua en los tejidos biolégicos y a la propia
abundancia natural de este is6topo del hidrégeno (99,98 %). La espectroscopia
RMN requiere la utilizacion de un iméan potente para crear una magnetizacion
neta del sistema de spines del proton en la direccion longitudinal al campo

magnético (z), y de un pulso de radiofrecuencias que permite alterar el
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equilibrio de poblacién de dicha magnetizacion, desplazandola hacia el plano
transversal a dicho campo (xy) (Fig. 1). Una vez cesa dicho pulso, la
magnetizacion neta (M;) se recupera mediante un doble proceso de relajacion
(longitudinal y transversal). El tiempo que tarda en recuperarse el 63 % de la
magnetizacion en el eje z (relajacion longitudinal) se denomina T1 mientras que
T, es el tiempo que tarda la magnetizacion en decaer al 37 % de su valor inicial
en el plano xy (relajacion transversal). En un escaner MR, se registra, mediante
el ajuste de diversos parametros (tiempo de repeticion, tiempo de eco y angulo
de giro), la magnetizacion recuperada bien en z o la residual en xy, y las
imagenes obtenidas a partir de estos datos se conocen como ponderadas en T

0 en Ty, respectivamente.

z Pulso RF Relajacién

Transversal

Figura 1: Comportamiento del vector magnetizacion tras un pulso de radiofrecuencia
en un experimento de MRI.

En general, las regiones en las que se produce un acortamiento de T,
aparecen en la imagen como zonas brillantes, por lo que el contraste se
denomina positivo, mientras que un acortamiento de T, origina regiones que
aparecen mas oscuras que su entorno, denominandose este contraste como
negativo. Cuanto mas rapida es la relajacion longitudinal, més brillante es la
imagen ponderada en T y cuanto mas répida es la relajacion transversal, mas

oscura es la imagen ponderada en T». Generalmente la imagen ponderada en T
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es Util para el estudio de tejidos adiposos o para la evaluacion de la retencién
de liquidos en estructuras concretas, como articulaciones, que es dificil analizar
mediante imagen ponderada en T.. Por el contrario, esta Ultima resulta muy

adecuada para estudiar estructuras muy hidratadas o inflamaciones locales.

En ocasiones, la diferencia de contraste entre la region de interés y el
tejido que la rodea es sutil y es necesario aumentar dicho contraste. Para ello se
emplean los denominados agentes de contraste (ACs) que estan constituidos
por sustancias magnéticamente activas que acortan los tiempos de relajacion T
y T2 del protén.® Los ACs que acortan T, oscurecen atin mas la region de interés
y se denominan ACs negativos, mientras que aquellos que disminuyen el valor
de T dan lugar a un mayor brillo de dicha regién y se denominan ACs
positivos.® Al representar las velocidades de relajacion (R1= 1/T1y Ra= 1/T2)
en funcidn de la concentracién del AC, se obtiene una recta cuya pendiente es
la relajatividad magnética (longitudinal, ri1, y transversal, rz, respectivamente).
La eficacia de un agente de contraste es mayor cuanto mayor es el valor de estas
magnitudes que, ademas, determina el caracter positivo 0 negativo de dicho
agente. " 8 Asi, se considera cominmente que, para que un AC actle como
positivo, el cociente o/ r; debe ser proximo a 1,% X mientras que para valores
de este cociente superiores a 10, los agentes de contraste actlan como

negativos.* 1113

Atendiendo a su naturaleza magnética, los agentes de contraste para
MRI se pueden clasificar en paramagnéticos y superparamagnéticos. Entre los
primeros, los mas conocidos son los constituidos por complejos de Gd3*
(Magnevist, Dotarem, Omniscan y ProHance) que son empleados hoy en dia
en los ensayos clinicos* ¥ y que funcionan como ACs positivos debido al
elevado momento angular de espin (S = 7/2) del Gd*" que da lugar a un alto
valor de r; (Apéndice I). A pesar del uso extendido de este tipo de ACs en
clinica, recientemente se ha observado que en ocasiones desencadena una
afeccion médica conocida como fibrosis sistémica nefrogénica (FSN). Se trata

de un efecto secundario poco frecuente pero potencialmente perjudicial que se
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observa en algunos pacientes con enfermedad renal grave o tras un trasplante
de higado.'® " Por ello, se han llevado a cabo diversas investigaciones en los
altimos afos encaminadas a buscar alternativas a estos ACs. Entre ellas, se ha
propuesto la sustitucion del Gd** por Mn?*, cuyo valor de S, aunque menor que
el del Gd**, es también alto (S = 5/2) por lo que es adecuado como ACs T;. De
hecho, dos agentes basados en Mn(ll), el conocido como Mn-DPDP que es
especifico para el higado (Teslascan)*® y un contraste oral que contiene cloruro
de Mn(ll) (LumenHance)®®, estan disponibles comercialmente en la actualidad
para uso en humanos, no habiéndose encontrado hasta ahora ninguna relacién
entre el Mn?*y la FSN. No obstante, y aunque es cierto que pequefias cantidades
son esenciales para la salud humana, la sobreexposicién a iones de Mn?* libres
puede provocar el trastorno neurodegenerativo conocido como "manganismo"”,

con sintomas parecidos a los de la enfermedad de Parkinson.

Debido a estos posibles efectos secundarios, se ha sugerido el uso de
diversas nanoparticulas (NPs) inorganicas como ACs para MRI ya que estas
presentan una serie de ventajas interesantes frente a los complejos.” % 2 Entre
ellas destaca el hecho de que mediante el control del tamafio de las mismas es
posible controlar su tiempo de circulacion y sus vias de eliminacion del
organismo.?? Ademas, las NPs pueden funcionalizarse y bioconjugarse con
facilidad para que puedan ser acumuladas preferentemente en el 6rgano de
interés y no se diseminen por todo el organismo. De esta forma, se pueden

disminuir las dosis necesarias, con el consiguiente beneficio para el paciente.??

En cuanto a los ACs superparamagnéticos, en su mayoria estan basados
en NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro (conocidas como SPION, en
inglés) que presentan un alto valor de r, y, por tanto, son Gtiles como ACs
negativos. Estos agentes presentan caracteristicas atractivas tales como su
biocompatibilidad, facil metabolizacién, magnetizacion de saturacion elevada
que puede controlarse ajustando el tamafio y la composicion de las particulas,

y una facil funcionalizacion de la superficie.?*
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A pesar de que la técnica MRI estd muy bien establecida en el &mbito
clinico y de la disponibilidad de ACs adecuados para mejorar el contraste de
las imagenes, se estan abordando en la actualidad diversas modificaciones de
esta técnica con el objetivo de mejorar la fiabilidad del diagnostico. En
concreto, se han propuesto recientemente la técnica de MRI a alto campo, la
técnica de MRI dual T1-T2 y el uso combinado de imagenes obtenidas mediante
MRI y mediante otras técnicas que aportan informacion complementaria, como
es el caso de la imagen luminiscente. El fundamento de estas técnicas, asi como
las ventajas que presentan frente a la MRI convencional se presentan en las
siguientes secciones en los que se establecera la pertinencia de la investigacion

propuesta en esta tesis doctoral.

1.2.1. Imagen por resonancia magnéetica a alto campo.

La técnica de MRI a alto campo supone emplear campos magnéticos
mas altos que los implicados en los escaneres usados en clinica, los cuales
funcionan a campos menores de 3 T. Una de las ventajas mas importantes de
utilizar campos altos es la mejora de la resolucién (Fig. 2). Asi, cuanto mas
intenso es el campo magnético, mayor es la relacion sefal/ruido y, por
consiguiente, la resolucion también aumenta.? Prueba de ello es que mientras
gue con los escaneres clinicos de 1,5y 3 T se pueden obtener imagenes con una
resolucion maxima de 1 mm, a 7 T es posible obtener una resolucion de hasta
0,5 mm.® Otra ventaja importante de usar campos altos es la disminucién de
los tiempos de adquisicidn de imagenes, lo cual implica una mayor comodidad

para el paciente.? %’

Hay que sefialar que, aunque este tipo de escéneres de alto campo no
son utilizados de forma generalizada en clinica actualmente, en el &mbito de la
investigacion en modelos animales, su empleo ha crecido de forma significativa
en los dltimos afos. Ello es debido a que la alta relacion sefial-ruido es de
especial importancia para la obtencién de imagenes preclinicas de modelos
animales pequefios como los ratones, para lo cual se requiere una alta

resolucion. De hecho, los sistemas de MRI para animales suelen estar
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equipados con imanes que proporcionan campos entre 7'y 9,4 T.% Es destacable
que mediante el empleo de campos de 9 T se han conseguido visualizar incluso
micrometastasis de 0,2 mm en ratones.*® La técnica de MRI a alto campo es
también una gran herramienta de investigacion en humanos, habiéndose
empleado en estudios sobre la esclerosis multiple, para la obtencion de
imagenes de los ganglios basales y estructuras relacionadas, y para

angiografias.? 313

Figura 2. Imagenes de un cerebro obtenidas mediante MRI a distintos campos (1,5, 3 y
7 T).ZB

Hay que sefialar que a pesar de estas ventajas que presenta la MRI a
alto campo, aun no estd establecido su uso clinico porque deben todavia
resolverse aspectos importantes como son la seguridad para el paciente, el
desarrollo de nueva instrumentacion y la ineficacia de los ACs convencionales

al emplearlos a alto campo.

En cuanto al primer aspecto, inicialmente, la normativa de la FDA
(Food and Drug Administration) limitaba las aplicaciones clinicas a 3T,
considerando los posibles efectos secundarios que podian generar ruido y la
estimulacion nerviosa provocada por los altos campos.?® 31 En 2003, la FDA
declar6 que la MRI con campos de hasta 8 T no constituia un riesgo
significativo para humanos (excluidos los neonatos).®* Ello, fue confirmado
posteriormente, en 2009, por la Comision Internacional sobre Proteccion contra
la Radiacion No lonizante (ICNIRP, en inglés), si bien indic que estos campos

pueden provocar leves efectos secundarios tales como vértigos y/o mareos.®
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Sin embargo, estos efectos secundarios remiten tras la obtencion de las
iméagenes MR, por lo que no constituyen un riesgo considerable para la salud.
Actualmente, se debate si es adecuado emplear campos superioresa 8 T para la

obtencion de imagenes MRI en humanos.3*

Respecto al desarrollo de la nueva instrumentacion necesaria para
obtener imégenes a alto campo, hay que hacer notar que en los ultimos afios ha
aumentado el nimero de sistemas de alto campo (7 T) instalados en centros
especializados en neuroimagen para investigacion en humanos (60 en 2014y a
mas de 80 en 2018).%% % Ademas, a partir de 2018, se han instalado varios
equipos que funcionan a campos alin mas altos (entre 9,4y 11,7 T),%-% también
para su uso en el ambito de la investigacion. No obstante, para uso clinico, sélo
se dispone en la actualidad de un sistema de 7 T, que fue autorizado en 2017

para la obtencion de imagenes de piernas, brazos y cabeza.*

Por altimo, la ineficacia de los ACs convencionales en condiciones de
campo alto es debida a diferentes causas segun se trate de ACs positivos 0
negativos. En el caso de los ACs positivos basados en Gd**, las ecuaciones
Solomon-Bloembergen-Morgan predicen que al aumentar la magnitud del
campo magnético, aumenta el tiempo de relajacion longitudinal del espin de los
electrones (T1e) ¥, como consecuencia, el valor de r; disminuye (Apéndice I).4*-
47 Este comportamiento es aplicable también a otros ACs positivos tales como
los basados en Mn?, lo cual dificulta el desarrollo de ACs positivos para MRI
a alto campo. Ello no sucede con los ACs negativos ya que, de acuerdo con la
teoria mecénica cuantica de la esfera externa, sus valores de r, aumentan al
aumentar su magnetizacion, la cual aumenta con la magnitud del campo
(Apéndice 1). No obstante, hay que tener en cuenta que en el caso de los ACs
basados en SPIONS, su magnetizacidn satura a una magnitud de campo inferior
alT>% lo cual no sucede para los ACs basados en cationes Ln3*
paramagnéticos que serian, por tanto, candidatos mas interesantes para su uso
a altos campos.*® 49 Entre ellos, los basados en Dy* son especialmente

atractivos, pues este cation presenta el mayor valor de magnetizacion debido a
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su mayor momento magnético (10,6 puB)*® entre todos los cationes Ln3*. De
hecho, al comienzo de esta tesis doctoral, podian encontrarse en la bibliografia
diversas publicaciones sobre este tipo de ACs que incluian, bien complejos de
Dy?®* que presentan valores bajos de r»,%+? o0 bien NPs inorganicas constituidas
en su mayoria por matrices tipo fluoruro* %354 que presentan un inconveniente
importante relacionado con su solubilidad en medio acuoso,> * que provoca la

liberacion de iones de fluoruro potencialmente téxicos.®

Estos antecedentes ponen de manifiesto que la busqueda de ACs basados en
compuestos de Dy*" estables quimicamente en medio acuoso es indispensable
para el desarrollo de la técnica MRI a alto campo. Como posibles alternativas,
seria razonable abordar NPs basadas en vanadato, molibdato, volframato y
fosfato de Dy**, ya que, si bien no se han tenido en consideracién hasta el
comienzo de esta tesis, si se habfan desarrollado diversos ACs de Gd®* basados
en estas matrices, que presentan caracteristicas adecuadas para su uso en MRI
a bajo campo.°8%° No obstante, es importante sefialar que la estabilidad quimica

de estos compuestos en condiciones fisioldgicas no habia sido analizada.

1.2.2. Imagen por resonancia magnética en modo dual T1-Ta.

En muchas ocasiones, incluso empleando ACs T1 0 T, la nitidez de las
imagenes MRI registradas no permite alcanzar un diagnostico preciso. Para
aumentar la sensibilidad y exactitud del diagnostico se ha propuesto el empleo
de la técnica conocida como MRI dual T1-T,.8 El registro de imagenes brillantes
y oscuras de forma simultanea permite excluir falsos positivos mediante la
validacion cruzada de ambos tipos de imégenes. Ademas, la resonancia
magnética, en modo dual T: y T, puede suministrar informacion
complementaria y esencial para un correcto diagndstico, lo cual constituye una
ventaja adicional de esta técnica. Por ejemplo, en la resonancia magnética
cerebral, las imagenes T: permiten distinguir posibles lesiones, mientras que
mediante las imagenes T se puede visualizar el liquido cefalorraquideo en el

tejido cerebral .t
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A pesar de estas ventajas, la resonancia magnética en modo dual T:-T-
no se ha implementado aun en clinica como método estandar, lo cual puede ser
debido, en parte, a que los ACs positivos disponibles tienen poca capacidad
para acortar T, mientras que los negativos, aunque producen un cierto
acortamiento de Ty, no llegan a mejorar el contraste de la imagen ponderada en
T1. Sélo algunos ACs constituidos por SPION,®? tienen la capacidad de acortar
tanto T, como T: (Fig. 3), pudiendo actuar como agentes duales T1-T», aunque
su capacidad para acortar T es significativamente menor.%® Por ello, resulta una
actividad prioritaria en este campo, el disefio de nuevos ACs duales T1-T2 (Fig.
4), que sean capaces de acortar ambos tiempos de relajacion con eficiencia

similar.

Antes de la inyeccién 120 min 140 min
Figura 3. Imagenes in vivo de MRI a 7 T ponderadas en T1y T> de un raton antes y
después de la inyeccion de NPs de Fez0,.%?

Con este objetivo, en la bibliografia se ha propuesto incorporar en cada
particula, ACs que aporten alto valor de r; (basados en Gd** o, en menor
medida, Mn?*) y ACs con alto valor de r, (basados en SPION, Dy**, Ho*0o
Yb3+)_64—68

Para este tipo de disefio, el empleo de cationes Dy** como componente
T, es muy conveniente si se usa Gd** como agente Ti, ya que la similar
reactividad de los iones lantanidos simplifica el proceso de sintesis de las NPs
compuestas. Hay que resaltar que la mayoria de NPs reportadas en la
bibliografia que se basan en combinaciones Dy*'/Gd** estdn basadas en

fluoruros, los cuales poseen el inconveniente anteriormente mencionado de su
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solubilidad en medio acuoso y, por lo tanto, su potencial toxicidad. Es, por
tanto, fundamental desarrollar nuevas NPs de Dy*"/ Gd** basadas en otro tipo

de matriz.

Agente de contraste T, Agente de contraste  Agente de contraste T,
dual T, - T,

Figura 4. Esquema del funcionamiento de los agentes de contraste duales T1-To.
1.2.3. Imagen multimodal mediante resonancia magnética y
luminiscencia

Si bien la técnica de obtencion de bioimagenes MRI se usa
frecuentemente en clinica, en ocasiones, esta puede resultar insuficiente para
un diagnostico preciso. Por ello, se han llevado a cabo numerosos estudios que
proponen usar esta técnica en combinacidn con otras técnicas de imagen que
proporcionen una informacion complementaria.®® Una de las mas interesantes
es la imagen luminiscente que consiste en iluminar la muestra con radiacion
electromagnética (excitacion) y registrar la emision de radiacién emitida por la
misma con una energia diferente a la de la excitacion. Debido a su alta
sensibilidad, esta técnica es muy util para obtener informacién sobre patologias
a nivel celular o subcelular, que complementa a la informacién anatomica
obtenida mediante MRI. Ello hace de esta combinacion de técnicas una

herramienta de diagnoéstico médico muy potente.

Para la obtencién de bioimagenes luminiscentes de las células 6rganos
o0 tejidos de interés se utilizan sondas luminiscentes que se incorporan al
espécimen a analizar. Tradicionalmente, las sondas mas empleadas han sido
complejos organicos y proteinas,” que se excitan en el ultravioleta y emiten en
la zona del visible (400-700 nm), lo que conlleva poco poder de penetracion en

especimenes vivos y por tanto limita su uso a estudios in vitro; ademas,
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presentan baja fotoestabilidad y pueden interferir facilmente con la
autoluminiscencia de los tejidos biolégicos. Estas limitaciones pueden
minimizarse parcialmente mediante el uso de sondas luminiscentes basadas en
NPs inorgéanicas, consistentes bien en puntos cuanticos de semiconductores con
tamafio <10 nm, en NPs de carbono o en nanoclusteres de oro. Sin embargo,
estos tres tipos de NPs presentan importantes inconvenientes entre los que cabe
destacar su baja selectividad para ensayos bioldgicos debida a la elevada
anchura de sus bandas de emisién.”* Ademas, los puntos cuanticos (sobre todo,

los basados en CdSe) pueden presentar elevada toxicidad.”

Durante las ultimas décadas, se viene prestando gran atencion a otro
tipo de NPs inorgéanicas luminiscentes basadas en matrices de diversa
composicién dopadas con cationes lantanidos. Estos materiales presentan
importantes ventajas respecto a los anteriores tales como una menor toxicidad
y una mayor estabilidad quimica y térmica.” Ademas, sus bandas de emision
son mucho mas estrechas, lo que confiere una alta selectividad a los ensayos.
Esta caracteristica es debida a que los orbitales f estin muy apantallados por los
orbitales 5s y 5p externos y sus niveles de energia apenas se ven afectados por
el campo cristalino. Finalmente, mediante la eleccién de los cationes activos es
posible seleccionar el rango espectral en el que tienen lugar la excitacion y las
emisiones de los mismos. Ello es esencial para el uso de estos materiales como
sondas para la obtencion de imagenes biomédicas ya que es conveniente que,
en el caso de aplicaciones in vivo, la excitacion y emision de las sondas tenga
lugar en el infrarrojo cercano (NIR, en inglés), concretamente, en las regiones
conocidas como ventanas bioldgicas I (A = 650-950 nm), Il (A = 1000-1350 nm)
y Il (A = 1500-1800 nm), en las que las radiaciones tienen alto poder de
penetracion y no dafian los tejidos.” Entre los iones lantanidos con emision en
el NIR mas estudiados se encuentra el Nd*" que se excita a 808 nm (ventana

bioldgica I) y que emite a 900 nm, 1060 nm y 1340 nm (ventanas bioldgicas |
y 1.
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Todo lo expuesto anteriormente justifica el gran interés que tiene en la
actualidad el desarrollo de nuevas sondas multimodales para la obtencion de

imagenes mediante luminiscencia en las ventanas bioldgicas y mediante MRI
(Fig. 5).

Figura 5. (a) Fotografia de un raton implantado con células HeLa. Las posiciones de las
dos regiones tumorales estan marcadas en amarillo. Imagen de fluorescencia NIR-I1 in
vivo (b) y de MRI ponderada en T (c) de las regiones tumorales tras la inyeccién directa
de un agente de contraste basado en NaYF4:Nd (izquierda) y NaYFs:Nd/NaDyF,4
(derecha).™

1.3. Caracteristicas requeridas para el uso de nanoparticulas

en la obtencion de imagenes biomédicas

Los requisitos esenciales que debe cumplir cualquier sonda basada en
NPs para su empleo en aplicaciones biomédicas in vivo, son los siguientes (Fig.
6):

e« Forma y tamafio de particula. Es comdn administrar las NPs via
intravenosa para aplicaciones in vivo. En este caso, se admite que el
tamafio Optimo para evitar la formacion de trombos y que no sean
eliminadas antes de cumplir su funcién se encuentra entre 20 y 100 nm,
pues las particulas mas pequefias son rapidamente eliminadas a través
del rifdn y las més grandes, por el sistema reticuloendotelial,
acumuléandose en el bazo o el higado.” Por otra parte, el
comportamiento in vivo de las NPs (internalizacion por células,
biodistribucion, farmacocinética, etc) depende en gran medida de su

forma y tamafio,’® por lo que la forma debe ser homogénea y la
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distribucion de tamafios estrecha para asegurar la reproducibilidad de
dicho comportamiento y simplificar el estudio de dichos procesos.
Dispersabilidad. Para cumplir el requisito de tamafio anteriormente
mencionado, las NPs deben presentar una adecuada dispersabilidad en
el medio fisioldgico, es decir, debe evitarse su agregacién, lo cual
puede conseguirse mediante un disefio adecuado de las caracteristicas
de su superficie, que generalmente incluye su recubrimiento con
polimeros organicos.

Biocompatibilidad. Es obvio que para su uso en aplicaciones in vivo,
las NPs deben ser biocompatibles, es decir, no deben presentar
toxicidad. Debe tenerse en cuenta que dicha toxicidad no sélo depende
de la composicién quimica de las particulas sino, ademas, de otros

factores tales como su forma, tamafio, caracteristicas superficiales

(hidrofilicidad y carga superficial) y naturaleza del recubrimiento

2]

organico.””

o.o — < / []i

Biocompatibilidad Estabilidad coloidal

-
/\/ . alta

Forma y tamario
uniformes

Figura 6. Requisitos de las NPs para su uso in vivo.

En el caso de los ACs para MRI, es necesario ademas que los materiales

desarrollados presenten propiedades de relajatividad adecuadas, las cuales se

ven afectadas de forma significativa por su composicion, tamafio, forma y las

propiedades de su superficie, como se describe de forma detallada en el

Apéndice |. Por otra parte, es obvio que las sondas para la obtencion de
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imégenes luminiscentes deben presentar una luminiscencia intensa, estando
esta propiedad también afectada por las caracteristicas de las NPs anteriormente

mencionadas.

Por tanto, para disefiar ACs para MRI basados en NPs se requiere una
modulacion cuidadosa de las caracteristicas de las mismas, de acuerdo con los
criterios anteriormente presentados. A continuacién, se revisan los
procedimientos mas comunes que pueden emplearse para conseguir dicho

propasito.

1.3.1. Control del tamafio y forma de particula

El método tradicional de sintesis de particulas por reaccién en estado
solido no es el mas adecuado para producir NPs Utiles en aplicaciones
biomédicas, debido a que conllevan altas temperaturas de sintesis que
normalmente conducen a formas irregulares y tamafio heterogéneo. Por esta
razén, para la sintesis de este tipo de NPs se han usado preferentemente
métodos de quimica himeda que permiten un mayor control sobre la forma y

el tamafio de particula.” ™

En general, estos métodos de sintesis implican el uso de disoluciones
de los precursores de los componentes de la fase sélida, la cual puede formarse
a través de distintos tipos de reacciones inducidas térmicamente, en la mayor
parte de los casos. Los precursores pueden ser iones que se unen para formar
un precipitado insoluble (precipitacion) o compuestos i6nicos o covalentes
solubles que sean capaces de descomponerse originando especies insolubles
(termdlisis). Las fuentes de calentamiento méas empleadas son estufas
convencionales u hornos asistidos por microondas. Como disolventes pueden
emplearse agua o distintos tipos de disolventes orgénicos (alcoholes, polioles,
hidrocarburos, etc.). Dado que para que se produzcan las reacciones
mencionadas es necesario aumentar la temperatura de sintesis a temperaturas
moderadas, en la bibliografia estos métodos se suelen denominar hidrotermales

(cuando emplean agua) o solvotermales (cuando emplean otros disolventes
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organicos). No obstante, estrictamente hablando, esta denominacion debe
reservarse solo para aquellos casos en los que la temperatura de reaccion es
superior al punto de ebullicién del disolvente. En estas condiciones es necesario
trabajar en reactores herméticamente cerrados en los se genera una presion
autogena superior a la atmosférica, por lo que estos métodos implican una
mayor complejidad experimental (uso de autoclaves) que aquellos en los que
se trabaja a temperatura inferior al punto de ebullicion del disolvente, siendo
estos ultimos los mas empleados para la obtencion de NPs basadas en

lantanidos.

Es importante mencionar que para obtener NPs de tamafio nanométrico,
en la mayor parte de estos métodos es necesario afiadir al medio de reaccion
distintos compuestos, generalmente organicos, que sean capaces de adsorberse
sobre la superficie de las mismas durante su formacion, bloqueando asi su
crecimiento. Entre los compuestos mas usados para este fin se encuentran el
acido oleico, el 4cido linoleico, el acido estearico y sus sales,® los cuales son
insolubles en agua, por lo que en estos casos se requiere el uso de otros
disolventes organicos. Dado el caracter hidrofébico de estos aditivos, las NPs
obtenidas son también hidrofébicas y, por tanto, no cumplen el requisito de
dispersabilidad en medios fisiologicos. No obstante, este requisito puede
conseguirse mediante tratamientos posteriores basados en procesos de
intercambio de ligandos, calcinacion o tratamientos acidos que implican una
mayor complejidad,®® y sobre todo pueden afectar a las caracteristicas
morfoldgicas de las NPs. Por otro lado, no debe despreciarse la toxicidad que

en la mayoria de los casos presentan dichos disolventes y aditivos.

Estos inconvenientes pueden eliminarse o minimizarse utilizando
polioles (alcoholes con mas de un grupo alcohdlico en su molécula) como
disolvente. Esta ruta sintética fue introducida por primera vez en 1989 cuando
se utiliz6 la nomenclatura sintesis del poliol para la sintesis de NPs metalicas.®
Los polioles ofrecen excelentes ventajas en varios aspectos. En primer lugar, el

alto punto de ebullicion de los polioles puede permitir la sintesis en el rango de
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temperaturas de 200-320 °C sin alta presion y, por tanto, sin requerir el empleo
de autoclaves. Asimismo, la buena capacidad de los polioles para solubilizar
los compuestos de partida permite el uso de precursores metalicos sencillos y
baratos. Ademas, la capacidad complejante del poliol es un factor beneficioso
para controlar procesos clave, como la nucleacion, el crecimiento y la
aglomeracion de las particulas.®® Por ultimo, las NPs obtenidas presentan
caracter hidrofilico no requiriendo tratamientos posteriores para su uso en
nanomedicina. Por todas estas ventajas, se han usado distintos tipos de polioles
(etilenglicol, propilenglicol, butilenglicol, dietilenglicol, glicerol, etc.) como
disolvente para la sintesis de una gran variedad de NPs,® % incluyendo distintos

compuestos de lantanidos.’”

1.3.2. Control de dispersabilidad: funcionalizacion

En una dispersion coloidal las particulas estan sujetas a movimiento
browniano que puede dar lugar a colisiones entre las mismas y a su posible
agregacion.® Que esta se produzca o no depende de una serie de factores que
se deducen de la teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek. Segun esta
teoria, existen dos tipos de fuerzas de interaccion entre particulas, las fuerzas
atractivas de Van der Waals siempre presentes y que tienden a agregar las
particulas para asi disminuir la energia libre superficial del sistema, y las
fuerzas repulsivas de caracter electrostatico causadas por la carga eléctrica
superficial de las particulas que tiene su origen en diversos procesos, tales como
ionizacion de grupos superficiales, adsorcion de iones o surfactantes iénicos, o
pérdida diferencial de iones en la red cristalina. La magnitud de las fuerzas
repulsivas depende del valor del potencial zeta, cuya magnitud esta
determinada por diversos factores tales como la composicién de la superficie

de las particulas y el pH, la constante dieléctrica y la fuerza iénica del medio.®

Si la fuerza de atraccion entre dos particulas es mayor que la fuerza de
repulsion, estas se agregaran entre si.8” Por el contrario, si las fuerzas de
repulsiéon son mayores que las de atraccion, no se produce agregacion y el

coloide es estable.
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En caso de que la estabilizacion mediante interacciones electrostaticas
no sea efectiva, es posible evitar el proceso de agregacion mediante
impedimento estérico. Para ello, la superficie de las particulas debe recubrirse
con moléculas poliméricas que puedan extenderse a distancias suficientemente
grandes para enmascarar la influencia de la atraccion de Van der Waals entre
las particulas.® En el caso de que los polimeros sean de naturaleza iénica, estos
pueden también contribuir a la dispersabilidad mediante el desarrollo de carga
eléctrica por ionizacion de sus grupos funcionales. A este proceso de
recubrimiento se denomina funcionalizacion cuya importancia en el contexto
de las aplicaciones biomédicas vas mas alla de sus efectos sobre la
dispersabilidad. Asi, los grupos funcionales unidos a la superficie de las NPs
tras el proceso de funcionalizacién también pueden utilizarse como punto de
anclaje para la posterior union de moléculas biol6gicas como anticuerpos,
péptidos, proteinas y farmacos que pueden ser necesarios para el diagnostico y

la terapia, proceso denominado bioconjugacién.®

Entre los aditivos mas utilizados para la funcionalizacion de NPs
basadas en lantdnidos con interés en biomedicina (citrato sodico,
polietilenglicol, poli(L-lisina), poli(clorhidrato) de alilamina, poli(4-
estirenosulfonato sédico) y poli(anhidrido malético isobutileno) modificado
con dodecilamina),®® 8 el 4cido poliacrilico (PAA) ocupa un lugar destacado.
Ello es debido al gran nimero de grupos carboxilato que posee que confieren
una gran carga superficial que ayuda a mejorar la dispersabilidad de las NPs °%
%91y que ademas pueden utilizarse para el anclaje de diferentes moléculas de
interés bioldgico, como por ejemplo el polietilenglicol. Este polimero se ha
estado empleando para recubrir la superficie de las NPs en el campo de la
nanomedicina durante mas de cuatro décadas,’>*® ya que ayuda a evitar el
reconocimiento de las NPs por las células del sistema fagocitico mononuclear,
de modo que aumentan los tiempos de retencion de las NPs en la corriente
sanguinea.®® De esta forma se dificulta que el sistema inmune reconozca a las

NPs como una sustancia extrafia y las retire antes de cumplir su funcidn,9-102
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1.3.3. Biocompatibilidad

La biocompatibilidad es la capacidad de cualquier material para
cumplir funciones especificas de forma segura dentro de un biosistema. Para
que se considere que un material es biocompatible, lo primero que debe cumplir
es que su respuesta hacia dicho sistema biol6gico no sea toxica, si bien,
tampoco debe producir otros efectos indeseables tales como la formacién de

trombos.1%3

En general, la toxicidad puede analizarse en diferentes niveles de

complejidad creciente que se asocian a ensayos especificos.1%19” En concreto:

(a) Nivel celular. El andlisis de toxicidad a nivel celular (citotoxicidad) abarca
la evaluacion de procesos de apoptosis y necrosis, asi como de otros aspectos
tales como la detencion del crecimiento, morfologia anormal, sefializacion
celular no deseada o actividad secretora. EI méas peligroso de los mecanismos
guimicos que afecta a los procesos celulares es la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que, en Ultima instancia, pueden provocar
alteraciones a nivel subcelular y el consiguiente dafio celular. Otros efectos
adversos pueden tener su origen en la disolucion y liberacion de iones

potencialmente toxicos.

(b) Nivel de érganos. Esta evaluacion se refiere a los efectos toxicos que puedan
detectarse en diferentes érganos (principalmente rifién, bazo, higado, corazon,
cerebro, pulmones y piel), los cuales pueden observarse tras un cierto periodo
de exposicion. Las pruebas suelen incluir la medicion de pardmetros
fisiologicos de un 6rgano y el examen de su morfologia, incluyendo andlisis

histoldgicos.

(c) Nivel de organismo. Este andlisis evalta el estado general del organismo,
incluyendo sintomas de comportamiento anormal, cambios en el potencial
reproductivo y otros parametros; incluso en algunos modelos, como en el caso
del pez cebra o el nematodo C. Elegans, los cambios de morfologia corporal

pueden también ser indicativos de toxicidad.*®
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(d) Nivel de medio ambiente. Esta evaluacion sea quizas la que mas dificultad
entrafie de todas, ya que el ambito de la nanotoxicologia es ampliamente
complejo; sin embargo, la produccion masiva de NPs es bastante improbable,

por lo que su impacto en el medio ambiente no es de interés primordial.

El andlisis de la toxicidad a todos estos niveles es muy complejo y
requiere mucho tiempo. Por ello, en la mayor parte de los estudios sobre el
desarrollo de biosondas suele abordarse una evaluacion preliminar de la
biocompatibilidad mediante anélisis de toxicidad in vitro usando diversas lineas
celulares y analisis histologicos de los tejidos de modelos animales post-
morten. Los procedimientos mas empelados para llevar a cabo estos estudios

se describen a continuacion de forma resumida.

Analisis de la viabilidad celular. La viabilidad celular puede determinarse
evaluando la proporcion de células vivas y funcionales existentes en una
poblacién celular expuesta a un farmaco o agente externo. Este tipo de analisis
constituye un paso esencial en la evaluacion de la biocompatibilidad de los

mismos.1%°

Existen varios tipos de ensayos de viabilidad que se basan en el anélisis
de diversas funciones de las células, como la actividad enzimatica, la
permeabilidad de la membrana celular, la adherencia celular, la produccion de
trifosfato de adenosina, la produccion de coenzimas y la actividad de captacion

de nucledtidos.

El ensayo de viabilidad mas empleado en la evaluacion de la
citotoxicidad de NPs es el ensayo de reduccion del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio), el cual evalia la actividad
mitocondrial, basandose en la conversion de MTT en cristales de formazan por
la accion de células vivas.'® Dicho ensayo es una prueba colorimétrica sencilla
de proliferacion y supervivencia celular, que fue desarrollada por Mosmann
(1983) y adaptada por Cole (1986) para medir la quimiosensibilidad de las

lineas celulares de cancer de pulmén humano. Desde entonces, este ensayo ha
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sido ampliamente adoptado y sigue siendo popular en los laboratorios

académicos como lo demuestran miles de articulos publicados.

Otro de los ensayos colorimétricos mas ampliamente utilizados en la
evaluacion de la citotoxicidad de NPs que complementa al ensayo MTT, es el
conocido como vivo-muerto. La integridad de la membrana es la caracteristica
mas utilizada para detectar si las células cultivadas in vitro estan vivas o
muertas. Las células que han perdido la integridad de la membrana se clasifican
como no viables o muertas. El ensayo vivo-muerto emplea colorantes, que no
son permeables a las células viables, pero que pueden penetrar en las células
muertas a través de membranas dafiadas, para asi cuantificar la poblacion
muerta de células en un cultivo.!'* Hay que tener en cuenta que los resultados
dependen en gran medida del tipo de célula (tejido de origen) tiempo de

incubacion, medio de cultivo y suplementacién.t?

Analisis histologicos. Los analisis histoldgicos se llevan a cabo mediante
tincién, seccionamiento y posterior examen al microscopio (electrénico o
dptico) de los tejidos de interés.’™® Se analizan tanto las caracteristicas de los
tejidos como las estructuras microscopicas de las células, lo cual aporta

informacidn sobre la toxicidad de las NPs.

1.4. Objetivos

Los antecedentes expuestos en la seccién anterior justifican la
pertinencia del objetivo general de la presente tesis doctoral que consiste en el
desarrollo de agentes de contraste quimicamente estables para MRI monomodal
a alto campo, para MRI dual T:-T, y para imagen bimodal mediante MRI a alto

campo e imagen luminiscente en el infrarrojo cercano.

Estos objetivos se abordaran a través de los siguientes objetivos

especificos:

a) Sintesis de nanoparticulas hidrofilicas y uniformes basadas en DyVOu,
NaDy(Mo0O4)2, NaDy(WOs,), y DyPO..
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b) Sintesis de nanoparticulas basadas en los compuestos de Dy** contemplados
en el objetivo (a) a las que se les incorporan cationes Gd** utilizando diferentes

arquitecturas.

¢) Sintesis de nanoparticulas basadas en los compuestos de Dy** contemplados
en el objetivo (a) a las que se les incorporan cationes Nd** empleando distintas

arquitecturas.

d) Funcionalizacién con &cido poliacrilico de las NPs sintetizadas segln
objetivos (a), (b) y (c), que asi lo requieran, para que puedan ser dispersadas en

condiciones fisioldgicas.

e) Andlisis de la estabilidad quimica en condiciones fisiologicas de las

nanoparticulas funcionalizadas.

f) Evaluacién comparativa in vitro de las relajatividades magnéticas de las
nanoparticulas funcionalizadas en funcioén de su composicién, tamafo, formay

didmetro hidrodinamico.

g) Evaluacion in vitro de las propiedades luminiscentes de las nanoparticulas

sintetizadas segun el objetivo especifico (c).

h) Analisis de la biocompatibilidad de las sondas desarrolladas mediante

estudios de citotoxicidad in vitro y analisis histologicos.

i) Aplicacion de las sondas desarrolladas para la obtencion de imégenes in vivo

en modelo animal.
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2.1. Sintesis de nanoparticulas

En este trabajo se han disefiado dos tipos de NPs uniformes en funcion
de la aplicacion a la que estan destinadas. Asi, los ACs para MRI a alto campo
consisten en una Unica fase basada en vanadato, molibdato, volframato o
fosfato de disprosio, mientras que para MRI dual, estan constituidos por estas
mismas matrices con cationes Gd®*, bien incorporados en disolucién sélida, o
bien en la capa externa de nanoarquitecturas nicleo-corteza (core-shell en
inglés). Asimismo, para el desarrollo de ACs para imagen multimodal (MRI y
luminiscencia) se han considerado también NPs de fase simple que incorporan
iones lantanidos luminiscentes en su estructura o NPs con arquitectura nucleo-
corteza, en la que el componentes luminiscente (Nd*") y el componente
magnético (Dy**) se incorporan separadamente, bien en el nicleo o en la

corteza.

Los procedimientos experimentales concretos que se han empleado en
esta tesis para la sintesis de cada uno de los sistemas estudiados, se detallan en
los capitulos de resultados correspondientes; y las caracteristicas de los
precursores y disolvente empleados, se especifican en las Tablas 1, 2 y 3 del
Apéndice Il. No obstante, para una mejor comprension de la estrategia seguida,
a continuacién, se describen de forma resumida los fundamentos de los

procesos de sintesis desarrollados.

2.1.1. Sintesis de nanoparticulas de fase Unica

Para la sintesis de NPs constituidas por una tnica fase se desarrollaron
métodos basados en un proceso de precipitacion homogénea que es aquel en el
que la cinética de los distintos eventos implicados en dicho proceso es idéntica
en todas las regiones de la disolucién. Para que ello sea posible, es necesario
que los factores que controlan dicha cinética (principalmente la temperatura y
la concentracion de los precursores de la fase sélida en formacion) sean
similares en todas las zonas de la disolucién durante todo el proceso de

precipitacion.! Para conseguir esto, la estrategia mas empleada es preparar
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disoluciones de precursores adecuados que no reaccionen a temperatura
ambiente y calentar posteriormente las mismas a temperatura constante para

inducir el proceso de precipitacion.

La condicion de precipitacibn homogénea es necesaria para la
obtencion de particulas uniformes pero no suficiente tal y como establece el
modelo propuesto por LaMer y Dinegar,? que es el mas empleado para describir
el proceso de formacion de particulas coloidales uniformes mediante procesos
de precipitacion. Segun este modelo dicho proceso implica tres etapas:

induccidn, nucleacién y crecimiento (Fig. 1):

- Etapa de induccién: en esta primera etapa tienen lugar las reacciones
guimicas que generan los iones implicados en la formacién de la fase sélida,
cuya concentracién va aumentando hasta que se alcanza la sobresaturacion (Cs)
de la disolucién. A partir de este momento, la reaccién quimica entre los iones
precursores da lugar a la precipitacién de las primeras entidades solidas muy
pequefias que se redisuelven continuamente por no ser estables

termodindmicamente. Estas entidades se denominan embriones.

- Etapa de nucleacidn: cuando la concentracion de precursores alcanza
un valor denominado “concentracion minima de nucleacion” (C7¥4), superior
a Cs, los embriones alcanzan un tamafio suficiente para ser estables
termodinamicamente y, por tanto, no se redisuelven. Estas entidades se
denominan nucleos (no confundir con los ndcleos de las arquitecturas nucleo-

corteza arriba mencionadas).

- Etapa de crecimiento: esta etapa comienza cuando la concentracién
de precursores en el medio disminuye por debajo de C*4<!, como consecuencia
del proceso de nucleacion, inhibiéndose asi la formacion de nuevos nucleos, y
comenzando entonces el crecimiento de los ndcleos previamente formados
mediante el aporte de nuevos iones que difunden desde el seno de la disolucion

a la superficie de los nlcleos y se anclan sobre las misma.
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Figura 1. Representacion esquematica del modelo propuesto por LaMer y Dinegar,
donde Cs corresponde a la concentracion de saturacion, Cpy%, concentracion minima
de nucleacion, y C&x, concentracion maxima de nucleacion.

nucl’

Segln este modelo, para que estos procesos de precipitacion produzcan
NPs uniformes y dispersas, el evento de nucleacién debe ser corto y Unico para
gue no se produzcan nucleaciones secundarias, ya que, el crecimiento de los
nuevos nacleos se produciria de forma desfasada con el de los inicialmente
formados dando lugar a sistemas con tamafio heterogéneo. Dado que la cinética
de nucleacién depende de variables experimentales tales como la temperatura
de reaccidn, la naturaleza y la concentracion de reactivos, la naturaleza del
disolvente y la velocidad de calentamiento, estos pardmetros deben ser
ajustados para conseguir una cinética de nucleacion adecuada que evite los

procesos de nucleacion secundaria.

Posteriormente, Sugimoto® sugirié que, para obtener particulas
uniformes, también es necesario evitar la agregacion de las mismas durante su
crecimiento, es decir, deben ser dispersables, ya que de lo contrario se
obtendrian agregados irreversibles. Hay que sefialar que la tendencia a la
dispersabilidad estd gobernada por el balance entre fuerzas atractivas y
repulsivas entre particulas que siempre estdn presentes en los sistemas

coloidales y que son de naturaleza de Van der Waals (interacciones dipolares)
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y electrostatica (asociada a la carga eléctrica superficial de las particulas),
respectivamente. Por tanto, para que las particulas no se agreguen, es necesario
que las fuerzas repulsivas predominen sobre las atractivas. Puesto que la
magnitud y el signo las fuerzas de repulsion depende del pH, la fuerza i6nica
del medio y la constante dieléctrica del disolvente,* el ajuste experimental de
estos parametros es también muy importante desde este punto de vista.

Hay que tener en cuenta que en los casos en los que la estabilizacion
electrostatica no se produzca debido a que la carga eléctrica superficial sea
insuficiente, pueden afiadirse polimeros organicos al medio de sintesis que sean
capaces de adsorberse sobre la superficie de las particulas evitando asi que se
agreguen por impedimento estérico.® La eficiencia de un agente dispersante
depende de su composicion y concentracion, por lo cual, estos pardmetros

deben ser también ajustados para que su efecto dispersante sea efectivo.*

Por dltimo, es importante sefialar que, a pesar del razonamiento
anteriormente expuesto, se ha observado en muchos sistemas un mecanismo de
crecimiento de particulas uniformes que consiste en que varias particulas
pequefias, conocidas como primarias, coalescen de forma ordenada tras haber
alcanzado cierto tamafio, dando lugar a particulas monodispersas mas grandes
y densas (Fig. 2), conocidas como secundarias, que normalmente son
policristalinas.® Las causas de la formacion de estos agregados monodispersos
no estan bien establecidas. No obstante, deben estar relacionadas con el balance
entre las fuerzas atractivas y repulsivas, anteriormente mencionadas, aunque la
presencia de otro tipo de fuerzas también puede ser otro factor determinante de

las caracteristicas morfoldgicas de los agregados precipitados.®

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente expuestas, se
concluye que para conseguir particulas uniformes mediante reacciones de
precipitacion es necesario ajustar la cinética de precipitacion mediante un
andlisis sistematico de los efectos de los distintos pardmetros experimentales,
tales como concentracion y naturaleza de reactivos, temperatura y tiempo de

reaccion y naturaleza del disolvente, sobre las caracteristicas de las particulas
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precipitadas. Las condiciones concretas que permiten obtener una morfologia
adecuada se determinan usando un procedimiento empirico de prueba-error,

puesto que no pueden ser predichas de forma teérica.’

Crecimiento Q Q Crecimiento i

difusivo O Q agregativo
NUCLEOS PARTICULAS PARTICULAS
PRIMARIAS FINALES

Figura 2. llustracion esquemaética del crecimiento por agregacion de las NPs.

Entre dichos parametros, la eleccion del disolvente juega un papel
esencial cuando se pretenden obtener particulas en el rango manométrico, como
es el caso de esta tesis doctoral. En concreto, se ha reportado ampliamente que
el empleo de polioles como disolvente tiene una serie de ventajas selectivas
frente a otros disolventes. En primer lugar, se ha sugerido que estos compuestos
pueden formar complejos con distintos cationes® que pueden impedir la
precipitacion a temperatura ambiente, pero que al calentarse pueden
descomponerse liberando asi de forma controlada los cationes constituyentes
de la fase sélida de forma homogénea en el seno de la disolucion que es un
requisito esencial para la precipitacion de particulas uniformes. Por otra parte,
las moléculas de estos compuestos pueden adherirse a la superficie de las
particulas durante su formacién blogueando su crecimiento y favoreciendo la
obtencién de tamafios nanométricos.® Ademas, variando la naturaleza del poliol
es posible modificar la viscosidad y la constante dieléctrica del medio,
magnitudes que afectan a la cinética de precipitacion (viscosidad) y a los
procesos de agregacion (viscosidad y constante dieléctrica) y, por tanto, a las
caracteristicas morfoldgicas de las particulas precipitadas.” ' Por Gltimo, es
también importante sefialar que las NPs obtenidas en medio poliol tienen
cardcter hidrofilico, lo cual es esencial para que puedan ser dispersables en
medios fisioldgicos, y por tanto, para su empleo en las aplicaciones biomédicas

que son objeto de esta tesis
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Por todas estas ventajas, en esta tesis se ha considerado el uso
preferente de etilenglicol (EG) como disolvente para la sintesis de los distintos
tipos de particulas estudiadas. Hay que sefialar que, aunque en la bibliografia
pueden encontrase métodos de sintesis de una variedad de tipos de NPs!?16 en
los que se emplean diversos polioles como disolvente, esta tesis doctoral es
pionera en uso de estos compuestos para la obtencion de agentes de contraste
para MRI a alto campo y MRI dual.

2.1.2. Sintesis de nanoparticulas con arquitectura nucleo-corteza
Con el fin de obtener las nanoarquitecturas nlcleo-corteza se ha
empleado el método de precipitacion homogénea descrito en la seccién anterior
para la formaciéon de la fase corteza, pero en presencia de las NPs que
constituyen la fase nucleo y que actian como semillas sobre las cuales se
produce la nucleacidn de la fase corteza y el posterior crecimiento de la misma.
En la Fig. 3 se presenta un esquema del proceso de formacion de este tipo de
particulas. Esencialmente, este supone suprimir la etapa de nucleacion
homogénea producida como consecuencia de una concentracion de especies
precursoras de la precipitacion superior a la sobresaturacion al introducir de
forma deliberada las semillas que actlan como nucleos, los cuales crecen por
difusién mientras que la disolucién permanezca sobresaturada. Cuando la
concentracion de precursores cae por debajo del umbral de sobresaturacion, el
proceso de crecimiento finaliza. Este tipo de nucleacion se denomina
heterogénea. En este procedimiento de sintesis es importante evitar que tenga
lugar una nucleacién homogénea en el seno de la disolucién que originaria la
formacion adicional de NPs de la fase corteza. Ello puede conseguirse
ajustando la cinética de precipitacion de forma que no se alcance la C/*%¢!, para
lo cual, en esta tesis, se utilizé el mismo procedimiento empirico descrito en la
seccion anterior, que implica un analisis sistematico de los efectos de los

distintos parametros experimentales sobre el evento de precipitacion.*’
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Figura 3. llustracion esquematica del proceso de formacién de NPs con arquitectura
nacleo-corteza.
2.1.3. Purificacion de las nanoparticulas sintetizadas

En todos los casos, las particulas fueron sometidas a un procedimiento
de purificacidn consistente en la centrifugacion y lavado dos veces con etanol
y una con agua doblemente destilada del precipitado obtenido. Las NPs
purificadas se dispersaron finalmente en agua destilada, exceptuando algunos

casos, en lo que se secaron a 50 °C para posteriores analisis.

2.2. Funcionalizacion
Existen distintos procedimientos de funcionalizacion de particulas con
superficie tanto hidrofébica como hidrofilica. Aqui, sélo nos referiremos al

segundo caso, en el que se enmarcan las NPs objeto de estudio de esta tesis.

Atendiendo al procedimiento experimental empleado, estos métodos de
funcionalizacion pueden clasificarse en dos categorias, dependiendo de si el
proceso de funcionalizacion se lleva a cabo durante el propio proceso de sintesis
de las NPs o0 en una etapa posterior. En el primer caso, tenemos los métodos de
funcionalizacion conocidos como one-pot segun su denominacion en inglés, y
en el segundo, los métodos two steps siguiendo también su denominacion en

inglés, los cuales se ilustran en la Fig. 4.
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ONE-POT
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adsorcién
Prn?ful_-sores Polimero del polimero
aniénicos y
catiénicos
Adsorcién
del polimero
: TWO STEPS
NP Polimero

Figura 4. Esquema de los métodos de funcionalizacidn: One-pot y two steps.

Los métodos de funcionalizacion también pueden clasificarse segin la
naturaleza de las interacciones entre las NPs y las moléculas del agente de
funcionalizacién. Asi, podemos distinguir aquellos métodos que se basan en

interacciones idnicas, covalentes o electrostaticas.'®

Entre los primeros se encuentran la mayoria de procesos de
funcionalizacién con grupos carboxilato, ya que las moléculas de estos
compuestos pueden adherirse a los cationes presentes en la superficie de las

NPs mediante enlace ionico.

El procedimiento mas empleado para la funcionalizacién mediante
enlace covalente es el conocido método de quimica de la carbodiimida.t®
2 Como se verd méas adelante, este método consiste basicamente, en la

reaccion entre grupos carboxilo y grupos amino para formar enlaces amida.

Por Ultimo, el método de funcionalizacion basado en interacciones
electrostaticas mas conocido es el denominado “capa a capa” que aqui sera
mencionado por su denominacién en inglés layer-by-layer. Este tipo de
funcionalizacion se basa en adsorber sobre la superficie de las NPs, mediante
interacciones electrostaticas, polielectrolitos de carga eléctrica opuesta de

forma secuencial y alternada.
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Los reactivos empleados en los procesos de funcionalizacion se
incluyen en las Tablas 4 y 5 del Apéndice Il y los procedimientos

experimentales concretos, se detallan a continuacion.

2.2.1. Funcionalizacion con &cido poliacrilico (PAA)

Procedimiento one-pot. Para la funcionalizacién de las NPs con PAA durante
su proceso de formacion se utilizaron los mismos métodos ya optimizados para
la obtencién de NPs homogéneas de los distintos sistemas estudiados, pero
introduciendo 2 mg-mL™ (salvo que se indique otra cantidad) de PAA en la
disolucidn de partida del precursor de disprosio para propiciar la adsorcion de
este polimero (Fig. 5) sobre la superficie de las NPs mediante interacciones

i6nicas con los cationes Ln superficiales.?

Figura 5: Esquema de la funcionalizacion con PAA mediante interacciones ionicas.

Procedimiento two steps. En aquellos casos en los que el proceso de
funcionalizacion mediante procedimientos one-pot no tuvo éxito, se optd por
llevar a cabo la funcionalizacion de NPs con PAA mediante procedimientos
two steps. Para ello, en primer lugar, se ensay6 el método de deposicion de
moléculas de PAA sobre la superficie de las NPs basado en interacciones
idnicas. Para los sistemas en que este procedimiento no funciono, se procedié
a usar el procedimiento conocido como layer-by-layer basado en interacciones

electrostaticas.
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a) Funcionalizacién mediante interacciones idnicas

Para funcionalizar las NPs sintetizadas mediante interacciones ionicas
con acido poliacrilico (Fig. 5) en una etapa posterior a su sintesis, se preparo
una suspensién de NPs en agua Milli-Q con una concentracion de 1 mg-mL*y
su pH se ajusto a 10 con una disolucién de NaOH (1 M). A continuacion, se
afiadio la cantidad deseada de PAA a dicha suspension y, de nuevo, se ajusto el
pH a 10. La suspension resultante se agitd magnéticamente durante 1 h a
temperatura ambiente y, posteriormente, se centrifugé a 14000 rpm durante 20
min para eliminar el sobrenadante. Las NPs resultantes se lavaron dos veces
con agua Milli-Q mediante centrifugacion en las mismas condiciones y se

almacenaron en agua Milli-Q.
b) Funcionalizacion mediante el método layer-by-layer

Como se ha mencionado anteriormente, este tipo de funcionalizacién
se basa en adsorber sobre la superficie de las NPs polielectrolitos de carga
eléctrica opuesta mediante interacciones electrostaticas de forma secuencial y
alternada (Fig. 6). Como polielectrolito de carga positiva se utilizd
poli(clorhidrato) de alilamina (PAH)?? y como polielectrolito de carga negativa,
se us6 PAA. En primer lugar, se procedié a depositar la capa PAH mediante el
siguiente procedimiento. Se afiadieron 5 mL de una disolucién acuosa de NaCl
0,05 M a pH 6,5 que contenia 10 mg-mL* de PAH, a 1,5 mL de una dispersion
acuosa que contenia 5 mg de las NPs. La mezcla resultante se sonic6 en agua
helada durante 5 minutos y luego se mantuvo en agitacién durante 15 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion, la dispersion se centrifugd para
eliminar el sobrenadante y las NPs se lavaron dos veces con agua Milli-Q. Para
la deposicion de la segunda capa negativa de PAA, se siguié un procedimiento
similar, salvo que el PAH se sustituyé por PAA. Las NPs funcionalizadas

resultantes se dispersaron y almacenaron en agua Milli-Q.
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Figura 6: Esquema de la funcionalizacién layer-by-layer con PAH y PAA de una NP.

2.2.2. Funcionalizacion con polietilenglicol

La funcionalizacién con polietilenglicol mediante unién covalente?® 24
se llevo a cabo utilizando la quimica de acoplamiento de la carbodiimida,
también conocida como quimica EDC-NHS (Fig. 7), la cual esta bien
establecida en la quimica organica y, especialmente, en la de bioconjugacién.?
Basicamente, el procedimiento consiste en la reaccion entre grupos carboxilo y
grupos amino para formar enlaces amida.?® Para ello, se usa 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, (EDC) que activa los grupos carboxilo
formando un producto intermedio inestable denominado O-acilisourea. Este
producto es estabilizado mediante la adicion de N-hidroxisulfosuccinimida
(sulfo-NHS), de forma que el nuevo producto intermedio semiestable puede
reaccionar eficazmente con grupos amino para formar los enlaces amida.?® Por

tanto, se trata de una via de funcionalizacion mediante enlaces covalentes.?’

Por tanto, este método requiere la presencia de grupos carboxilato en la
superficie de las NPs y grupos amino en las cadenas de PEG. Por ello, las NPs
de interés fueron previamente funcionalizadas con PAA, y se selecciond un

PEG derivatizado con grupos amino (a-metoxi-w-amino PEG).

El procedimiento experimental se llevd a cabo como se describe a
continuacion. Para la funcionalizacion de las NPs con PAA se sigui6 el mismo
procedimiento two steps descrito anteriormente, pero utilizando 10 mg-mL* de
PAA para aumentar el niamero de grupos carboxilato en la superficie de las NPs
y asi facilitar la incorporacion de a-metoxi-o-amino PEG en la superficie de
las NPs. Las NPs asi funcionalizadas fueron dispersadas en una disolucion de

tampoén borato sédico (6 mg NPs-mL™?). A continuacién, se mezcl6 un volumen
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de 0,94 mL de una disolucién de EDC en tampén borato (3,2 mg-mL™) con
0,85 mL de disolucién de sulfo-NHS en tampoén borato (6 mg-mL?).28 La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 10 min. A esta disolucion, se
afiadié un volumen de 161 uL de la suspension de NPs funcionalizadas con
PAA. Los volimenes mencionados se eligieron para obtener una relacion
molar: 1 COOH:10 EDC:15 sulfo-NHS (COOH se refiere a los grupos
carboxilicos del PAA unidos a las NPs). La suspension resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 2 h en el agitador rotatorio y se mezclé con 1,56
mL de una disolucién de 10 mg-mL™ de a-metoxi-ow-amino PEG en tampén
borato sddico (de acuerdo con la proporcién 1 COOH:2 PEG). Por Gltimo, tras
45 minutos de agitacidn a temperatura ambiente en agitador rotatorio, las NPs
se separaron por centrifugacion a 14500 rpm durante 5 minutos. Las NPs
resultantes se lavaron dos veces con la disolucién de tampén borato sddico y se
suspendieron en 1 mL de esta misma disolucion tamponada, dejando la
suspensién resultante almacenada a 4 °C. Para su caracterizacion posterior,
estas NPs funcionalizadas con a-metoxi-o-amino PEG se dispersaron vy

almacenaron en agua Milli-Q.

O-acilisourea

ﬁ o H\ Ester sulfo-NHS
N . .
| amino-reactivo
i f\\)‘\o/kNH o
NH ( ) N’
\cr \ K 0 ON s\\o
e f\\k M
EDC Formacién del

oH enlace amida
oﬁo
Sulfo-NHS 'sose )K Q
NH-

Figura 7: Reacciones de la quimica de la carbodumlda para la formacién del enlace
amida y consecuente anclaje del a-metoxi-ow-amino PEG en la superficie carboxilada
de la nanoparticula.
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2.3. Caracterizacion

2.3.1. Analisis morfoldgico

Microscopia de transmision electrénica (TEM). La morfologia y el tamafio
de las particulas sintetizadas se analiz6 mediante microscopia electrénica de
transmision. Como es bien conocido, esta técnica usa un haz de electrones como
fuente de iluminacion. Cuando este haz incide sobre la muestra, segin sea el
tipo de &tomo que constituya la muestra y el espesor de la misma, los electrones
pueden atravesar la muestra. Estos electrones trasmitidos son empleados para

formar las imagenes mediante el uso de lentes.

Para la obtencion de las micrografias TEM, se deposit6 una gota de la
suspension acuosa de NPs en una rejilla de cobre recubierta con un polimero
transparente que se dejd secar al aire antes de ser introducida en un microscopio
de transmision JEOL 2100PIlus de 200 kV con filamento de LaBs.

Las curvas de distribucion del tamafio de las particulas sintetizadas se
obtuvieron midiendo un centenar de particulas en las micrografias TEM

utilizando el software libre ImageJ.

2.3.2. Analisis estructural

Difraccion de rayos X (DRX). Para obtener informacion sobre las fases
cristalinas presentes en las muestras analizadas, se hizo uso de la técnica de
difraccion de rayos X, la cual permite identificar las fases cristalinas y el

tamafio de cristal.

El fundamento de esta técnica se basa en las interferencias opticas que
tienen lugar cuando una radiacion monocromatica atraviesa una rendija con un
espesor similar a la longitud de onda de la radiacion. En particular, los rayos X
tienen longitudes de onda del orden de los Angstroms, al igual que las distancias
interatdbmicas de los componentes de las redes cristalinas. Por lo tanto, al
focalizar esta radiacion sobre la muestra a analizar, los rayos X se difractan con

angulos que dependen de las distancias interatomicas.
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Las condiciones necesarias para que se produzca la difraccién vienen

determinadas por la conocida ley de Bragg, dada por la Ecuacion 1:
n-A=2-dp sinf (Ecuacién 1)

donde n es un nimero entero, A es la longitud de onda de la radiacion
incidente, dna es la distancia entre los planos cristalinos (hkl) y 8 es el &ngulo
de difraccion.

Para la obtencién de los diagramas de difraccion se utiliz6 un
difractoémetro modelo X’Pert Panalytical con radiacion Ka del cobre (A=1,5406
A) que emplea un detector X’Celerator multicanal y un monocromador de
grafito. Los difractogramas se registraron entre 10 y 90° (valores de 2 6), con

un tiempo de conteo de 200 s en cada paso, y un paso de 0,05 (2 6).

El tamafio de cristal (D), también conocido como tamafio de los
dominios coherentes de difraccion, de las particulas sintetizadas se calculé a
partir de la anchura del pico de difraccion de mayor intensidad, empleando para

ello la ecuacion de Scherrer (Ecuacion 2):2°

_ k4
" B-cos Op

(Ecuacién 2)

donde K es el factor de forma, una constante que depende de las
condiciones experimentales y cuyo valor es 0,89 para cristales redondeados, A
es la longitud de onda de la linea CuKa, B es la anchura de pico a media altura

corregida (B = Bexperimental — Binstrumentat,» $1€Nd0 Binstrymentar = 0,112

en radianes, y 0y es el angulo correspondiente al maximo del pico.

2.3.3. Analisis de composicion quimica

Espectrometria de emision atomica con plasma acoplado inductivamente
(ICP-AES). El anélisis de la composicidn quimica cuantitativa de las muestras
se llevo a cabo mediante espectrometria de emision atdmica con plasma
acoplado inductivamente.®® Esta técnica permite cuantificar la mayoria de los

elementos de la tabla periddica a niveles de traza y ultra traza, pero para ello es
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necesario tener a los d&tomos de la especie a analizar en disolucién y llevar a
cabo todo el procedimiento en un ambiente inerte para evitar la formacion de
especies indeseables, tales como dxidos, carburos, etc., los cuales afectarian a

la precision de la medicion.

Para la digestion de las muestras se empled &cido clorhidrico y los
analisis se llevaron a cabo en un espectrometro de emision con fuente de plasma
de acoplamiento inductivo iCAP 7200 ICP-OES Duo (ThermoFisher
Scientific).

Espectroscopia de energias dispersivas de rayos X (EDS). Para analizar la
localizacion de los cationes en las particulas, se llevaron a cabo analisis
mediante espectroscopia de energias dispersivas de rayos X (EDS). Esta técnica
se basa en el andlisis de la energia de los rayos X emitidos por una muestra
cuando esta es irradiada con un haz de electrones en un microscopio
electronico. Cuando estos chocan con los &tomos que constituyen una muestra,
son capaces de arrancar electrones de sus capas mas internas, dando lugar asi a
un hueco y quedando el atomo ionizado. A continuacion, un electron de las
capas mas externas ocupa dicho hueco y el atomo emite energia (rayos X) para
volver al estado fundamental. La energia emitida de los rayos X y la transicion
desde la que se producen son caracteristicas de cada elemento. Para adquirir los
espectros se empleé un detector de EDS acoplado a un microscopio de
transmision en modo barrido (STEM), FEI TECNAI G2F30 (300kV).

Para la obtencion de las micrografias STEM y mapas composicionales
de las particulas, se deposité una gota de la suspension acuosa de las mismas
en unarejilla de cobre recubierta con un polimero transparente que se dejé secar

al aire antes de ser introducida en el microscopio.

Espectroscopia infrarroja (FTIR). Para obtener informacion sobre la
presencia de especies adsorbidas o impurezas en la superficie de las particulas
se utilizo la técnica de espectroscopia infrarroja que se basa en el estudio de la

interaccién de la radiacién electromagnética, en el rango infrarrojo medio del
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espectro con la materia.3! 32 Cuando la radiacién infrarroja es focalizada sobre
una muestra, esta radiacion puede absorberse, dando lugar a cambios en los
estados vibracionales de las moléculas constituyentes de la misma o de la red
cristalina. Por lo tanto, la absorcién de radiacion por parte de una muestra puede
dar informacion sobre la composicion quimica de la muestra, ya que el nimero,
posicion e intensidad de las bandas de adsorcion de un espectro IR estan
determinados esencialmente por la naturaleza del enlace entre los atomos

implicados.

El registro de los espectros de absorcion de infrarrojos se llevd a cabo
en un rango de 4000 a 300 cm™ en un espectrofotémetro de transformada de
Fourier JASCO FT/IR-6200 IRT-5000, con una resolucion de 4 cm™. Para ello,
las muestras en forma de polvo se mezclaron con bromuro potésico y la mezcla
se compacto (aplicando una presion aproximada de 8000 kg-cm) resultando

pastillas de 1 cm de didmetro.

Termogravimetria (TG). Con objeto de obtener informacion adicional sobre
la composicién quimica de las muestras se utiliz6 ademas la técnica de
termogravimetria. Esta técnica se fundamenta en medidas de variacion de masa
de una muestra al someterla a un programa de calentamiento controlado con
una atmosfera adecuada (aire estatico, aire dindmico, Oz, Nz, Ar 0 Hy),
representandose la masa en el eje de ordenadas y la temperatura en el eje de
abscisas, y obteniendo asi la curva TG. Esta variacién de masa en funcion de la
temperatura proveyé informacion sobre el contenido en agua y compuestos

organicos adsorbidos en las NPs tratadas en esta tesis.*

Las medidas se llevaron a cabo en un equipo TA Instruments Q500
TG/TA en un intervalo de temperatura de 25 a 1000 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C-min? y en un flujo de aire de 1000 mL-min* para

facilitar la eliminacion de los gases producidos durante las medidas.
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2.4. Dispersabilidad

Para el analisis de la dispersabilidad de las NPs en el medio liquido
deseado (agua destilada, o disolucion salina tamponada con fosfato, PBS,
Sigma-Aldrich, a pH = 7,4) se llevaron a cabo medidas del didmetro
hidrodinamico (Dh) de las NPs mediante la técnica de dispersion dindmica de
luz, también conocida como DLS por sus siglas en inglés (dynamic light
scattering) y del potencial zeta de las mismas, ya que estas magnitudes
proporcionan informacion sobre el estado de agregacidon de las particulas y sus

causas.

2.4.1. Dispersion dindmica de luz

Con objeto de determinar el diametro hidrodindmico de las NPs en
suspensidn se empled la técnica DLS, cuyo fundamento es el siguiente. Al hacer
incidir un laser sobre una suspension de NPs, debido a su movimiento
browniano, se producen fluctuaciones en la intensidad de luz dispersada en
funcidn del tiempo. La velocidad de estos cambios en la intensidad de la luz
depende del Dh de las particulas, el cual se obtiene a partir de la ecuacién de
Stokes-Einstein (Ecuacion 3):

kp'T
Dh_ B

= — (Ecuacién 3)
31T'1']'Ddif

donde, Kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, 1 es la
viscosidad del disolvente y Dqir €s el coeficiente de difusion traslacional de las

particulas.®*

Esta evaluacion del Dh de las NPs se llevé a cabo en suspensiones en
el medio deseado con una concentracion de las mismas de 0,5 mg-mL* y

utilizando un equipo Malvern Zetasizer nanoseries Nano-ZS90.

2.4.2. Potencial zeta
Las particulas coloidales dispersas en un medio liquido se caracterizan

por la presencia de cargas eléctricas en su superficie, las cuales se generan a
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través de diversos procesos, tales como ionizacién de grupos superficiales,
adsorcioén de iones o surfactantes ionicos, o pérdida diferencial de iones en la
red cristalina. Dichas cargas eléctricas generan fuerzas electrostaticas que
afectan a como se distribuyen los iones en la region interfacial, aumentando asi
la concentracion de iones de carga opuesta, conocidos como contraiones, en las
zonas méas cercanas a la superficie de particulas, asi como a la repulsion de
iones de la misma carga. El modelo de la doble capa® describe como se
distribuyen estos iones en las regiones proximas a las particulas coloidales
dispersas, tal y como se indica en la Fig. 8. La zona que rodea a la superficie se

divide principalmente en dos regiones:

a) Capa de Stern: es la capa méas préxima a la superficie y esta constituida
por contraiones gue interaccionan fuertemente con la superficie.

b) Capa difusa: es la capa exterior donde los iones interaccionan
ligeramente con la superficie, y cuyo limite se denomina plano de

deslizamiento.

El potencial zeta se define como la diferencia de potencial entre un
punto de la superficie de las particulas y un punto en la superficie de la bicapa
en el plano de deslizamiento. El valor de esta magnitud determina la
dispersabilidad de las muestras. Asi, se pueden distinguir 5 situaciones: (1)
inestabilidad coloidal (potencial zeta £0 mV); (2) cierta estabilidad coloidal
(potencial zeta > +15 mV); (3) estabilidad coloidal moderada (potencial zeta >
+30 mV); (4) alta estabilidad coloidal (potencial zeta > £45 mV); (5) muy alta

estabilidad coloidal (potencial zeta > +60 mV).%

Para determinar los valores de potencial zeta se realizaron medidas de
movilidad electroforética que dan informacion sobre la velocidad con la que las
particulas migran al aplicar una diferencia de potencial a los electrodos de la
célula que contiene la suspension de las particulas. La ecuacion de Henry
relaciona el potencial zeta con la movilidad electroforética segln la Ecuacion
4.

76



CAPITULO Il: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

__2&Zf(ka)

U
E 3n

(Ecuacién 4)

donde Uk es la movilidad electroforética, zeta es el potencial zeta, f(ia)

es la funcion de Henry y 1 es la viscosidad.

Las medidas de potencial zeta se llevaron a cabo utilizando un
analizador automatico de potencial zeta incorporado en el equipo Malvern
Zetasizer Nano-ZS90, a partir de las mismas suspensiones de NPs empleadas

en el analisis por DLS.

Doble capa eléctrica |

. Particula con superficie de carga negativa

——Plano de deslizamiento

Capa de Stern Capa difusa

-100i
r~~
% Potencial de superficie
~ < Potencial de Stern
O
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O
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a

(o]

Distancia desde la superficie de la particula

Figura 8: Esquema del modelo de la doble capa eléctrica.
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2.5. Estabilidad quimica

El andlisis de la estabilidad quimica de las NPs preparadas se llevo a
cabo en condiciones que mimetizan el medio fisiolégico. Para ello, se
prepararon suspensiones de NPs en PBS (pH = 7,4) y se mantuvieron con
agitacion magnética a 37 °C durante diferentes periodos, tras lo cual se
centrifugaron. Los sobrenadantes resultantes se analizaron por ICP para
determinar los posibles elementos disueltos. Ademas, las NPs resultantes se
lavaron dos veces con agua Milli-Q y se examinaron mediante TEM para

evaluar posibles cambios morfolégicos.

2.6. Relajatividades magnéticas

Para las medidas de las propiedades magnéticas de las diferentes
muestras estudiadas, se prepararon suspensiones acuosas de NPs con diferente
concentracion. Los valores de relajatividades longitudinal (r1) y transversal (r2)
se calcularon a partir de los valores de las pendientes de las rectas obtenidas al
representar los inversos de los tiempos de relajacion (1/T1y 1/T,) obtenidos
para cada una de las suspensiones en funcidn de su concentracion (mM) del ion

lantanido.

Para la medida de T, a campo magnético externo constante (1,44 0 9,4
T), se utilizé la secuencia de pulsos denominada Inversion Recovery (Fig. 9).
Esta secuencia esta constituida por un pulso de radiofrecuencia de 180° en el
eje z, un intervalo de espera (1), que es necesario para que el vector de
magnetizacion se recupere, y un pulso de 90° en el eje z. Tras este proceso, se
registro la curva de decaimiento libre inducido (FID) que es proporcional a la

magnetizacion longitudinal que se haya aplicado al sistema.
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Intervalo de espera W Registro de la curva

de decaimiento
Figura 9: Secuencia de pulsos Inversion-Recovery para la determinacién de T.

Para la determinacién de T, a campo magnético externo constante (1,44
09,4 T) se uso la secuencia de pulsos Carl-Purcell-Meiboom-Gill (Fig. 10).
Dicha secuencia consta de un pulso de radiofrecuencia de 90° en el eje x, un
intervalo de espera (1) y otro pulso de 180° en el eje y. Por ultimo, tras un
intervalo de espera doble (2 1), se aplica un nuevo pulso de 180° en el eje y.
Transcurrido de nuevo uno de los intervalos de espera, se registra la FID, que

sera proporcional a la magnetizacion transversal.

z
I B
Pulso de Pulso de Pulso de
9092 en 1802 en 1802 en
eje x ejey ejey

T T T T Registro de la
curva de
decaimiento

Figura 10: Secuencia de pulsos Carl-Purcell-Meiboom-Gill para la determinacion de
To.

Las medidas de relajatividad magnética transversal (r2) a 1,44 T fueron
realizadas en un equipo Bruker Minispec (TD-NMR), mientras que las medidas

a 9,4 T fueron llevadas a cabo en un equipo Bruker Biospec MRI.
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2.7. Propiedades luminiscentes

Las propiedades luminiscentes de las NPs dopadas con neodimio
fueron analizadas a partir de sus espectros de excitacion y emision, de los
valores de vida media de luminiscencia y de las imagenes en el infrarrojo

cercano de la muestra.

2.7.1. Espectros de excitacion y emision

Los espectros de excitacion y emision de fotoluminiscencia se
registraron en un instrumento FLS1000 Edinburgh, equipado con tubos
fotomultiplicadores que detectan radiacion roja e infrarroja, y una lampara de
Xe, utilizando longitudes de onda de emision y excitacion de 877 nmy 806 nm,
respectivamente. Los espectros de emision se corrigieron en funcién de la
respuesta del detector, los espectros de excitacidn se corrigieron en funcién de
la intensidad de la lampara y ambos se corrigieron también en funcion del
fondo. Para llevar a cabo las medidas, se prepararon suspensiones coloidales de
las NPs en agua utilizando una concentracion constante (0,5 mg NPs-mL™) para
todas las muestras, lo cual permitio llevar a cabo un analisis comparativo

preciso de las propiedades luminiscentes de las mismas.

2.7.2. Vidas medias

Los valores de los tiempos de vida de la luminiscencia se estimaron
mediante ajuste de las curvas de decaimiento obtenidas al excitar las muestras
con un pulso de luz de alta intensidad y corta duracion y registrar a continuacion

el nimero de fotones emitidos en funcion del tiempo.

Para las muestras que muestran un Unico tiempo de vida de

luminiscencia, su intensidad decae exponencialmente segun la Ecuacion 5:
I1(t) = Ipexp(— %) (Ecuacion 5)

donde Iy es la intensidad de la luminiscencia a tiempo cero y T es el
tiempo de vida media de la luminiscencia, es decir, es el tiempo en el que la

intensidad de emision decae un factor 1/e con respecto a su valor inicial.
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Sin embargo, las muestras analizadas en esta tesis estan constituidas
por NPs de compuestos de elementos lantdnidos que no suelen presentar un
decaimiento monoexponencial, sino biexponencial que se ajusta mediante
Ecuacion 6:

1(t) = Iy, exp (— i) + Iy, exp (— TL) (Ecuacion 6)

2

donde 1 y T2 son los tiempos de vida media de los dos componentes de

la luminiscencia con intensidades lo: € loz, respectivamente.

El componente de tiempo de vida méas largo se considera como el
tiempo de decaimiento de los iones lantanidos situados en el interior de las NPs,
mientras que el componente mas corto se refiere a los iones situados cerca de
la superficie de las mismas, cuya luminiscencia estara influenciada por centros
de desactivacién como pueden ser moléculas de disolvente o moléculas de

ligandos adsorbidas superficialmente.’

A partir de los valores de vida media de los distintos componentes es

posible calcular el tiempo de vida promedio, dado por la Ecuacién 7:

t
f
(t) = ftg H®dt _ n+d, (Ecuacion 7)
ftfl(t)dt T111+T212
0

El andlisis de los tiempos de vida de la luminiscencia se realizé con las
muestras en forma de polvo usando en el mismo equipo mencionado

anteriormente para el registro de espectros de emision y excitacion.

2.7.3. Imagenes de luminiscencia en el infrarrojo cercano

Para obtener iméagenes de la luminiscencia infrarroja emitida por la
muestra dopada con Nd®* se utilizé6 una cdmara NIR (WiDy SenS 320 V-ST)
equipada con un detector InGaAs (rango de longitud de onda 900 -1700 nm).
La muestra, preparada en polvo sobre un portaobjetos, fue excitada a una
longitud de onda (Ae) de 806 nm, con una fuente laser pulsada sintonizable

(Fianium, SC400) que funcionaba a una frecuencia de repeticion de 40 kHz.
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2.8. Ensayos en modelo animal

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones macho Balb/c,
proporcionados por Janvier Labs. Los ratones se anestesiaron con isoflurano
(0,5-1 % en oxigeno a 1 dm*min) y se les canulé la vena de la cola para la
administracion intravenosa de las NPs en una concentracién entre 5y 10 mg
Dy/kg animal. A continuacién, los ratones se colocaron en el iman, donde se
monitorearon las constantes vitales, la respiracion y la temperatura corporal
durante todo el experimento. En la Fig. 11 se indica esquematicamente dicho

procedimiento.

Figura 11: Representacion esquematica del procedimiento utilizado para la obtencion
de imagenes MRI en un ratén.

Todos los estudios se realizaron cumpliendo las Directrices Espafiolas
y Europeas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (R.D. 53/2013
y 2010/62/UE) y aprobados por el Comité Local de Etica Animal y el Maximo
Comité de Etica Institucional (Junta de Andalucia, acreditacion nimero
14/09/2021/130).

2.8.1. Imagenes in vivo de resonancia magnética

Las imagenes de resonancia magnética se adquirieron en el equipo
Bruker Biospec 9,4 T mencionado en la seccion 2.5, equipado con una antena
de 40 mm de diametro tipo bird-cage. El esquema de adquisicidn consistio en
iméagenes ponderadas en T, de alta resolucion, imégenes paramétricas
cuantitativas en T, inyeccion intravenosa de las NPs, secuencia dindmica

ponderada en T, y nuevamente imégenes de alta resolucion e imagenes T»
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paramétricas.® Las imagenes ponderadas en T, de alta resoluciéon se
adquirieron utilizando una secuencia turbo-RARE con control respiratorio (TE
= 16 ms, TR = 1000 ms, 4 promedios, FOV = 4 cm, tamafio de matriz =
384x384, grosor de corte =1 mm). Los mapas T se adquirieron utilizando una
secuencia de eco de espin multieco (TE que van desde 7 ms a 448 ms, TR =
3500 ms, FOV =4 cm, tamaiio de matriz = 128x128, espesor de corte = 1 mm).

El comportamiento farmacocinético a corto plazo (primeros 30
minutos) se estudid a partir del andlisis semicuantitativo de la secuencia
dindmica ponderada en T». Se adquirieron imagenes T, cuantitativas a las 0, 1
y 24 h para evaluar la farmacocinética y la biodistribucion a largo plazo de las
NPs. Después de 24 h tras la inyeccion de las NPs, los ratones fueron
sacrificados y se recolectaron muestras de tejido para la evaluacion histolégica

y la cuantificacion del contenido de Dy®* por ICP.

Para obtener los valores de intensidad, se dibujaron regiones de interés
(ROI) en la primera imagen de la secuencia de imagenes y se ajustaron segln

las Ecuaciones 8y 9:

TR

M,(t) = My(1 —e T1) (Ecuacion 8)
_TE
Myy (t) = Mye T2 (Ecuacién 9)
donde Mz y Mxy son las intensidades de sefial en el tiempo TR (tiempo
de repeticion) o TE (tiempo de eco), y Mo es la intensidad de sefial en equilibrio.

2.8.2. Imagenes ex vivo de luminiscencia en el infrarrojo cercano
Las imagenes ex vivo de fluorescencia en el NIR se registraron en el

equipo Bruker Xtreme. El filtro de excitacion se fijo en 600 nm vy el filtro de

emision en 800 nm, se empled un campo de vision de 120x120 mm, un binning

de 2x2, y un tiempo de exposicion de 1 min.
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2.9. Ensayos de biocompatibilidad

La biocompatibilidad de las NPs preparadas se evalu6 mediante
ensayos de citotoxicidad in vitro y mediante el analisis histoldgico ex vivo de
diversos 6rganos del modelo animal utilizado para los estudios in vivo. Los
productos quimicos requeridos para la realizacion de estos analisis se

encuentran recogidos en la Tabla 6 del Apéndice II.

2.9.1. Citotoxicidad

La evaluacion de la viabilidad celular de las NPs se realiz6 empleando
la linea celular de fibroblastos de prepucio humano HFF-1 mediante dos
métodos: el ensayo colorimétrico MTT vy el ensayo conocido como vivo-

muerto.

Ensayo MTT. EIl ensayo colorimétrico MTT mide la actividad metabdlica
celular. El fundamento de este ensayo se basa en la capacidad de la enzima
succinato deshidrogenasa mitocondrial para reducir el compuesto MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-(2,5-difeniltetrazélico) que es amarillo, a
un compuesto parpura que se denomina formazan. El ensayo supone incubar
un cultivo celular con el reactivo MTT y las NPs cuya toxicidad se desea
analizar.**Al cuantificar la cantidad de formazan producido se tiene
informacién sobre el % de células viables en el cultivo, ya que la capacidad de
las células para reducir el MTT indica el nivel de integridad de las mitocondrias
y puede entonces interpretarse su actividad funcional como una medida de la

viabilidad celular en presencia de las NPs analizadas.

Para realizar el ensayo MTT, se sembraron células HFF-1 a una
densidad de 1x10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos a 37 °C en una
atmasfera con 5 % de CO- en 200 pl de DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado. Tras incubarlas durante de 24 h, el medio de los
pocillos se reemplaz6 con medio fresco que contenia las NPs a analizar en
concentraciones variables de 0,1 pg/ml a 100 pg/ml. Y a uno de los pocillos se

le agregd Triton X-100 como control positivo de muerte. Despues de 24 h, el
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sobrenadante de cada pocillo se reemplazé por 200 pL de medio fresco con
MTT (0,5 mg-mL™). Transcurridas 2 h de incubacién a 37 °C y 5 % de CO,, se
retir6 el medio y los cristales de formazan formados se solubilizaron con 200
pl de dimetilsulfoxido. Finalmente, las disoluciones de formazan se agitaron
vigorosamente para disolver el colorante reaccionado y se midi6 la absorbancia
de cada pocillo en un lector de microplacas (Dynatech MR7000) a 550 nm.
Todas las medidas de viabilidad celular se llevaron a cabo por quintuplicado
para obtener un valor promedio y evitar errores experimentales. La viabilidad
celular relativa (%) y su error relacionado con los pocillos de control que
contenian medio de cultivo celular sin nanoparticulas se calcularon mediante

las Ecuaciones 10 y 11:

Viab. celular relativa (VCR)(%) = _[Absleest 1 100 (Ecuacién 10)

[Abs]controt

04) — [o]test 2 [0]controt 2 . .
Error (%) = VCRyest X \/ ([Abs]test) + ([Abs]mmm) (Ecuacion 11)

Segin se especifica en la norma UNE-EN 1SO 10993-5:2009
“Evaluacion biologica de productos sanitarios. Parte 5: ensayos de
citotoxicidad in vitro”, cuando la viabilidad decae mas alla del 70 %, las NPs

se consideran potencialmente toxicas para la linea celular utilizada.*

Morfologia celular y ensayo vivo-muerto. Las células HFF-1 se sembraron
a una densidad de 1x10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos a 37 °C en
una atmosfera con 5 % de CO, en 200 pl de DMEM suplementado. Después de
24 h de cultivo, el medio DMEM de los pocillos se reemplazé con medio fresco
que contenia las NPs a analizar en concentraciones variables de 0,1 pg/ml a 100
pg/ml. De manera similar a los ensayos de citotoxicidad, después de 24 h, se
agrego Triton X-100 a los pocillos de control positivo. Después de 15 min,
todos los pocillos se tifieron con DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol) (dilucion
1:3000) para marcar los nucleos en todas las células, y TO-PRO-3 (tiazol rojo)
(dilucion 1:1000) para marcar solo las células muertas. Las imagenes de

morfologia celular se adquirieron utilizando el equipo Operetta High Content
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Imaging System (Perkin Elmer) con una lente de objetivo 20x. Se analizaron 5
réplicas de pocillos para cada condicion con 10 campos de imégenes aleatorias
capturadas por pocillo. Para cada campo, se capturaron iméagenes de
fluorescencia para DAPI y TO-PRO-3, ademas de una imagen de campo claro.
Los porcentajes de mortalidad celular se calcularon automaticamente mediante
el software Operetta Harmony, mediante el cual se identificaron todos los
nucleos (vivos y muertos) a partir de la tincion DAPI y luego se determind el
porcentaje de células muertas por el nimero de nucleos que también poseian

altos niveles de tincion TO-PRO-3.4

2.9.2. Histologia

Secciones de tejido de rifion, bazo e higado se tifieron con hematoxilina
y eosina (H&E) para evaluar la arquitectura del tejido mediante microscopia
Optica (escaner de portaobjetos OLYMPUS VS200 con campo claro, campo
oscuro y polarizador).*? Los tejidos se fijaron en formaldehido al 4 % (Panreac,
pH 7 tamponado) durante 48 h, cambiando el formaldehido al 4 % transcurridas
24 h. Luego, las muestras se deshidrataron con etanol y se embebieron en
parafina (temperatura de 56 ° C durante 2 h con agitacion y vacio). Las muestras
incluidas en parafina se seccionaron en laminas de 7 um de espesor. A
continuacion, se desparafinizaron, rehidrataron y tifieron con H&E, vy
finalmente se deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol, se

aclararon en xileno y se montaron en un portaobjetos de vidrio comercial.
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3.1. Sintesisy caracterizacion de las nanoparticulas

En este capitulo se aborda el desarrollo de ACs para MRI a alto campo
basados en Dy**. Para ello se lleva a cabo un estudio comparativo de diferentes
matrices (vanadato, molibdato, volframato y fosfato) con objeto de encontrar el
sistema con valores dptimos de relajatividad magnética que, como se detalla en
el Apéndice I, se ven afectados de forma significativa por la composicion,
tamafio y forma de las NPs que constituyen dichos ACs.

3.1.1. Nanoparticulas de vanadato de disprosio

Para la sintesis de NPs uniformes de DyV Oy, se utiliz6 como punto de
partida un método de precipitacién homogénea en medio poliol desarrollado
previamente® para sintetizar NPs de GdVO4 con una Unica modificacion que
consistio en sustituir el precursor Gd(NOs3)s por Dy(NOs)s. Especificamente, se
prepararon dos disoluciones en viales independientes conteniendo una de ellas
Dy(NO3)s en una mezcla EG/H.0 (1,5 mL H,O + 1 mL EG) y otra, NazVO4
que fue disuelto en etilenglicol (2,5 mL) a= 80 °C en agitacion magnética. Una
vez enfriada esta Ultima a temperatura ambiente, se mezclaron ambas
disoluciones. Esta mezcla, en la que las concentraciones finales de Dy**y VO,*
fueron 0,02 M y 0,1 M, respectivamente, se envejecié durante 20 h en una

estufa convencional precalentada a 120 °C.
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En la Fig. 1a se presenta una micrografia TEM de las particulas
obtenidas mediante este procedimiento, las cuales presentaron una forma
aparentemente cubica y una longitud de arista media de 101 nm (desviacién
estandar, o = 18 nm) (Tabla 1). El valor de Dh obtenido para estas NPs en
suspension acuosa a pH nativo (=5) fue notablemente superior (237 nm) a su
tamafio medio (Tabla 1), indicando la presencia de un cierto grado de
agregacion. Teniendo en cuenta que el valor de potencial zeta (PZ) medido en
estas condiciones (-28 mV) (Tabla 1) es suficiente alto para proporcionar
estabilizacién electrostéatica (Seccidn 2.4.2. del Capitulo 1), puede considerarse
gue dicha agregacion es irreversible, por lo que estas NPs no son adecuadas
para su uso en biomedicina. Con objeto de disminuir dicho grado de agregacion,
se procedié a variar sistematicamente las condiciones experimentales de
sintesis (concentracion y naturaleza de los precursores, proporcion de la mezcla
EG/H,0 como disolvente, fuente de calentamiento y temperatura de reaccién),
factores que, como se ha descrito en la Seccion 2.1.1. del Capitulo II,
determinan las caracteristicas de las particulas precipitadas. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 1.

En primer lugar, se vari6 la naturaleza del precursor de Dy**,
sustituyendo Dy(NOs); por Dy(OAC)s (acetato de disprosio), mantenido los
demas parametros constantes. Esta variacion, no produjo cambios en la forma
de las particulas (Fig. 1b), pero si en su longitud media de artista que disminuyo
de 101 a 77 nm (o = 14 nm) siendo este Ultimo méas adecuado para aplicaciones
en bioimagen. No obstante, el valor de Dh no se modificd notablemente (254
nm) en suspensiones con un pH similar (=5) en las que el valor de PZ fue
también similar (-29 mV), lo que indica que estas NPs también presentaban un

grado de agregacion apreciable.
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100 nm

Figura 1. Micrografias TEM de las NPs obtenidas por calentamiento a 120 °C durante
20 h de disoluciones que contenian 0,1 M NazVO,y 0,02 M Dy(NOs); (a) o0 Dy(OAc)s
(b) en una mezcla EG/H,0 (relacién volumétrica 3,5/1,5) segun se indica en la Tabla
1.

A continuacion, se evalud el efecto de la proporcion EG/H-0,
manteniendo constantes las demas condiciones que dieron lugar a las NPs més
pequefias (77 nm). Las particulas obtenidas al aumentar la relacion EG/H,0 de
3,5/1,5 a 4/1, se ilustran en la Fig. 2a, en la que puede observarse que dicho
cambio Unicamente dio lugar a una ligera disminucion del tamafio de particula
(67 nm, o =5 nm). Hay que destacar que, en estas condiciones, el valor del Dh
de las NPs en suspensién acuosa (PZ = -37 mV) fue mucho mas proximo (81
nm) al tamafio estimado mediante microscopia electrénica, indicando que las
NPs estaban altamente dispersas (libres de agregacion). Por otra parte, al
disminuir la relacion EG/H,O desde 3,5/1,5 a 2,5/2,5, se obtuvieron particulas
heterogéneas en forma y tamafio (Fig. 2b). Estos cambios morfoldgicos
descritos pueden explicarse en funcién de los valores de viscosidad (1,002
mPa-s para el H,O y 16,2 mPa-s para el EG) de ambos disolventes. Asi, al
adicionar una mayor cantidad de EG, la viscosidad de la mezcla de disolventes
aumenta dando lugar a que los procesos de difusion implicados en el
crecimiento de las particulas y en su posible agregacion sean mas lentos, lo cual
favoreceria un menor tamafio de particula y un menor grado de agregacion,

segln se describe en la Seccion 2.1.1. del Capitulo 1.
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a Oy

100 nm

Figura 2. Micrografias TEM de las NPs obtenidas por calentamiento a 120 °C durante
20 h de disoluciones que contenian 0,02 M Dy(OAc)s y 0,1 M NasVOa4 en mezclas
EG/H0 con relaciones volumétricas 4/1 (a) o 2,5/2,5 (b), segln se indica en la Tabla
1.

Teniendo en cuenta estos resultados, el efecto de la concentracion de
los precursores se investig6 usando las condiciones experimentales que dieron
lugar a las NPs mas dispersas (relacion EG/H,O = 4/1). En primer lugar, se
varié la concentracion del precursor de vanadato. Este estudio puso de
manifiesto que al disminuir la concentracion de NasVVO, desde 0,1 M hasta 0,02
M, precipitaron NPs irregulares (Fig. 3a), mientras que, al aumentar la
concentracion de dicho precursor hasta 0,2 M, se obtuvieron NPs ligeramente
anisométricas (Fig. 3b) con un tamafio medio de 72 nm (¢ = 16 nm) x 49 nm
(o =7 nm), y un valor de Dh = 171 nm. Este valor indica un cierto grado de
agregacion que no puede atribuirse a razones electrostaticas dado que el valor
de PZ para una dispersion de estas NPs fue muy elevado (-40 mV).
Posteriormente, se evaluo el efecto de la concentracion del precursor de Dy®*,
encontrandose que una disminucion de la concentracion del Dy(Ac); de 0,02 M
a 0,01 M, dio lugar a un aumento de la longitud media de arista (Fig. 3c) (81
nm, ¢ = 25 nm) asi como del valor de Dh (237 nm) (PZ = -28 mV) y, por tanto,
del grado de agregacion. El aumento de la concentracion de dicho precursor de
0,02 M a 0,04 M resulté en NPs muy similares a estas Gltimas en forma (Fig.
3d) y tamafio, aunque mas dispersas (Dh = 138 nm). Estos cambios

morfologicos pueden ser atribuidos a la modificacion de la cinética de
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precipitacion que cabria esperar como consecuencia de la variacion de las

concentraciones de precursores (Seccion 2.1.1. del Capitulo I1).

De estos resultados se deduce que para la obtencion de NPs que puedan
ser empleadas en biomedicina debe emplearse unas concentraciones de

precursores muy restrictivas, en concreto, 0,02 M de Dy** y 0,1 M de VO.*.

100 nm

Figura 3. Micrografias TEM de las NPs obtenidas por calentamiento a 120 °C durante
20 h de disoluciones que contenian 0,02 M de Dy(OAc)s y 0,02 M de NasVOu4 (a), 0,02
M de Dy(OAc)s y 0,2 M de NasVVO4 (b), 0,01 M de Dy(OAc)s y 0,1 M de NazVO4(c)
y 0,04 M de Dy(OAc); y 0,1 M de NazVOq (d) en mezclas EG/H,0 = 4/1, segln se
indica en la Tabla 1.

Por ultimo, se estudié como afectaban la temperatura y el modo de
calentamiento a las caracteristicas morfologicas de las particulas utilizando las
condiciones experimentales que dieron lugar a las NPs méas pequefias,
homogéneas y dispersas (ilustradas en la Fig. 2a). Se observo que al disminuir
la temperatura desde 120 a 80 °C, se mantuvo la forma aparentemente ctbica
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de las NPs (Fig. 4a), aumentando tanto la longitud media de arista a 84 nm (o
=6 nm) como el valor de Dh a 170 nm (PZ = -37 mV) y, por tanto, su grado de
agregacion. Al incrementar dicho pardmetro a 150 °C, se obtuvieron NPs méas
pequefias (51 nm, o = 14 nm) pero mas heterogéneas (Fig. 4b) y agregadas (Dh
de 276 nm, PZ = -31 mV). Asi pues, la temperatura de sintesis que permite
obtener las NPs méas adecuadas para aplicaciones biomédicas por su forma,

tamafio y grado de dispersién es 120 °C.

En cuanto al efecto de la fuente de calentamiento, se observd que el
empleo de un horno asistido por microondas (tiempo de calentamiento = 30
min) en lugar de una estufa convencional, resulté en NPs mas alargadas (Fig.
4c) con tamafio 45 nm (o = 1 nm) X 26 nm (o = 3 nm) y un valor de Dh en
suspension acuosa de 209 nm (PZ = -32 mV) que revela la presencia de un
cierto grado de agregacion. Este resultado indica que la mayor velocidad de
calentamiento asociada al empleo del horno microondas no mejora, en este

caso, las caracteristicas morfoldgicas de las NPs precipitadas.

Figura 4. Micrografias TEM de las NPs obtenidas por calentamiento de disoluciones
de 0,02 M Dy(OAc)s; y 0,1 M NazVVO4 en mezclas EG/H,0 = 4/1 en estufa convencional
aT =80°C (a), estufa convencional a T = 150 °C (b) y horno asistido por microondas
a 120 °C (c), segun se indica en la Tabla 1.

Del andlisis de los efectos de los parametros de sintesis sobre las
caracteristicas de las particulas obtenidas se concluye que, por su uniformidad,
tamafio y valor de Dh, las NPs méas adecuadas para su empleo en bioimagen

serian las que presentan una forma aparentemente cubica (Fig. 2a), una longitud
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media de arista de 67 nmy un valor de Dh de 81 nm, por lo que se eligid esta
muestra (denominada en adelante DyV67) para estudios posteriores.

La estructura cristalina de dichas NPs se analiz6 mediante DRX. En la
Fig. 5 se presenta el diagrama de difraccion obtenido que consiste en un
conjunto de reflexiones compatibles con el patron correspondiente a la fase
tetragonal de DyVO, (PDF: 01-076-2476). La ausencia otras reflexiones
adicionales indico que no estaban presentes otras fases cristalinas y, por tanto,
un alto grado de pureza. Utilizando la formula de Scherrer aplicada a la
reflexion 20 = 33°, se obtuvo un valor de tamano de cristalito de 16 nm que es
notablemente inferior al tamafio de las NPs (67 nm), indicando que dichas NPs
presentaban un caracter policristalino. Ello sugiere que probablemente se
formaron por un proceso de agregacion ordenada de unidades mas pequefias

cuyo mecanismo se discute en la Seccion 2.1.1. del Capitulo II.

DyV67

PDF: 01-076-2476

20 40 60 80
26 (grados)

Figura 5. Diagrama de difraccion de rayos X obtenido para la muestra DyV67, junto
con el patron de difraccién correspondiente a la estructura tetragonal de DyVO, (PDF:
01-076-2476).

3.1.2. Nanoparticulas de molibdato de sodio y disprosio

Para la sintesis de NPs uniformes de NaDy(MoO.),, se adaptd un
método desarrollado anteriormente para fabricar NPs esféricas de NaY(Mo00O.).
basado en reacciones de precipitacion homogénea en medio poliol,? pero

usando DyCl; como precursor de Dy**. Para ello, se prepararon dos
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disoluciones en viales independientes con agitacion magnética, una de ella
contenia NaMoO; disuelto en una mezcla EG/H,0 (1 mL H;O + 1,5 mL EG)
y otra, DyCls disuelto en 2,5 mL de EG a~ 80 °C. Una vez enfriada esta Gltima
a temperatura ambiente, se mezclaron ambas disoluciones. Las concentraciones
de Dy** y MoOs* en la disolucion final fueron 0,02 M y 0,2 M,
respectivamente. Una vez homogeneizada la mezcla, se envejecid durante 20
horas en una estufa convencional precalentada a 120 °C. El precipitado
obtenido consistié en NPs esféricas (Fig. 6a) con un tamafio medio de 23 nm
(o6 =4 nm) (Tabla 2) y un valor de Dh de 52 nm (PZ = -31 mV) (Tabla 2) que

indico6 gue estaban dispersas en medio acuoso.

Es importante indicar que, en este caso, la variacién sistematica de la
mayor parte de los pardmetros experimentales (Tabla 2) no dio lugar a cambios
apreciables en la forma (Fig. 6) de las NPs obtenidas, en comparacion con las
presentadas en la Fig. 6a, excepto al disminuir la proporcién EG/H20 (de 4/1 a
2,5/2,5) que resulto en particulas irregulares (Fig. 6€). Tampoco se observaron
cambios significativos en el tamafio de particula ni mejoras en los valores de
Dh. Por ello, se utilizaron para estudios posteriores las NPs de 23 nm (Fig. 6a)

que constituyen la muestra, denominada a partir de aqui, DyMo23.
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CAPITULO III: AGENTES DE CONTRASTE PARA MRI A ALTO CAMPO

100 nm

Figura 6. Micrografias TEM de las NPs obtenidas empleando las condiciones indicadas
en la Tabla 2.
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En la Fig. 7 se muestra el diagrama de DRX de dicha muestra. Aunque
no se encontrd en la base de datos cristalogréafica ninguna referencia para la
estructura del NaDy(MoOQ.)., las reflexiones observadas son consistentes con
la fase tetragonal del NaY(MoQ.), (PDF: 01-082-2369), por lo que puede
admitirse que las NPs obtenidas presentan una estructura tetragonal. Por otra
parte, haciendo uso de la formula de Scherrer aplicada a la reflexion 26 = 29°,
se obtuvo un valor de tamafio de cristalito de 23 nm, el cual es préximo al
tamafio de las NPs, y sugiere, por lo tanto, que las NPs presentaban un caracter
monocristalino, lo cual sugiere un modelo de crecimiento por difusién (Seccién
2.1.1. del Capitulo I1).

DyMo23

PDF: 01-082-2369

20 40 60 80
26 (grados)

Figura 7. Diagrama de difraccion de rayos X obtenido para la muestra DyMo23, junto
con el patrén de difraccién correspondiente a la estructura tetragonal de NaY (MoOQ4)
(PDF: 01-076-2476).
3.1.3. Nanoparticulas de volframato de sodio y disprosio

Dada la similitud en composicion y estructura del NaDy(MoO.). y el
NaDy(WO.),, para la sintesis de NPs uniformes de este Gltimo se sigui6 un
procedimiento experimental muy similar al descrito en la seccion anterior para
la muestra DyMo23 sustituyendo el precursor Na;MoO. por Na,WO, e
introduciendo ligeras variaciones en las concentraciones de los reactivos que
fueron 0,02 My 0,1 M en Dy*" y WO.*, respectivamente. En estas condiciones
se obtuvieron particulas con morfologia poco definida, aunque proxima a la
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esférica (Fig. 8a) y con una distribucion estrecha de tamafios, siendo el tamafio
medio de 14 nm vy el valor de o = 3 nm (Tabla 3). Estas NPs presentaban un
valor de Dh en suspensién acuosa (308 nm) muy superior a su tamafio medio
(Tabla 3) indicando un alto grado de agregacion. Este comportamiento no
puede atribuirse a razones electrostaticas dado que el valor de PZ para esta
dispersion fue suficientemente elevado (-26 mV) (Tabla 3) para proporcionar
estabilizacion electrostatica. Con objeto de obtener NPs uniformes y libres de
agregacion, se realizaron experimentos adicionales en los que se analizo el
efecto de la variacion de los parametros de sintesis (naturaleza y concentracion
de los precursores, proporcion EG/H,0, fuente de calentamiento y temperatura
de reaccion) sobre las caracteristicas de las NPs precipitadas. Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 3.

En primer lugar, se modificé la fuente de calentamiento empleando un
horno asistido por microondas en lugar de una estufa convencional, y
manteniendo constantes el resto de condiciones de sintesis. Ello dio lugar a
particulas de morfologia similar (Fig. 8b) de mayor tamafio medio (37 nm, ¢ =
9 nm). El valor de Dh obtenido para una suspensién acuosa de dichas particulas
fue 80 nm (PZ = -32 mV), el cual es s6lo ligeramente superior a su tamafio
medio indicando la ausencia de procesos de agregacion significativos. Por
tanto, en este sistema, el uso del horno asistido por microondas permite mejorar
el grado de dispersion de las NPs, por lo que se mantuvo este modo de
calentamiento en experimentos posteriores. El aumento de la temperatura de
reaccion, de 120 °C a 220 °C manteniendo constantes las condiciones
anteriormente seccionadas, dio lugar a NPs con forma aproximadamente
esférica (Fig. 8c) y tamafio medio (40 nm, o = 9 nm) similares a las sintetizadas
a 120 °C (37 nm), pero con un valor de Dh menor (68 nm, PZ = -39 mV).
Debido a esta mejora en la dispersabilidad, el analisis de los efectos de los
demés parametros experimentales se llevé a cabo manteniendo la temperatura

del horno microondas a 220 °C.
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En dichas condiciones, la relacion EG/H20 en la mezcla disolvente es
un parametro critico para la obtencion de las NPs perseguidas, ya que la
variacién de esta magnitud de 4/1 a 3/2, dio lugar a NPs con forma heterogénea
(Fig. 8d) probablemente debido a los cambios en la cinética de precipitacion y
en el comportamiento frente a la agregacién originados por la variacion de las
propiedades (viscosidad y constante dieléctrica) de dicha mezcla. (Seccion
2.1.1 del Capitulo I1).

Sin embargo, un cambio en la naturaleza del precursor de disprosio no
tuvo un efecto importante, ya que al emplear Dy(OACc)s en lugar de Dy(NQ3)s,
no se observaron cambios significativos en la forma (Fig. 8e), ni en el tamafio
medio (39 nm, o = 8 nm) ni en el valor de Dh (65 nm, PZ = -39 mV) de las

particulas precipitadas.

En cuanto al efecto de las concentraciones de reactivos, se observo que
el aumento de la concentracion de Na,WO, de 0,1 a 0,3 M resulté en NPs
irregulares (Fig. 8f). Por otra parte, una disminucion la concentracion de
Dy(NOs); de 0,02 a 0,01 M condujo a un aumento del tamafio de las NPs (Fig.
8g) de 40 a 66 nm (o = 7 nm), y del valor de Dh de 68 a 81 nm (PZ = -37 mV),
mientras que un aumento de dicha magnitud de 0,02 a 0,04 M, dio lugar a una
disminucion del tamafio de las NPs (Fig. 8h) de 40 a 22 nm (c = 4 nm) y del
valor de Dh de 68 a 49 nm (PZ = -36 mV). Por tanto, a través de la variacion
de la concentracion del precursor de Dy**, es posible modular el tamafio y el
valor de Dh de las NPs en un rango adecuado para que estas puedan ser
empleadas en el campo de la biomedicina. Por ello, en este caso, se decidio
considerar NPs con diferentes tamafios (22 y 66 nm) para evaluar el efecto de
este parametro sobre sus propiedades y, por tanto, sobre su aplicabilidad como
AC. Estas muestras se denominaran a partir de aqui DyWw22 y DyW66,

respectivamente.
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Figura 8. Micrografias TEM de las NPs obtenidas empleando las condiciones indicadas
en la Tabla 3.

Dichas muestras fueron analizadas mediante DRX para identificar su
estructura cristalina. Las reflexiones observadas eran compatibles con la fase
NaDy(WO,) tetragonal (PDF: 96-222-4801) (Fig. 9). Por otra parte, mediante

la formula de Scherrer aplicada a la reflexion con 26 = 29°, se obtuvieron unos

106



CAPITULO Ill: AGENTES DE CONTRASTE PARA MRI A ALTO CAMPO

tamafios de cristalito de 14 y 47 nm para las muestras DyW22 y DyW66,
respetivamente. Estos valores no son muy diferentes del tamafio medio de
particula de cada una de estas muestras (22 y 66 nm, respectivamente), lo cual
sugiere que las NPs son monocristalinas, lo que sugiere que se formaron a

través de un proceso de crecimiento difusivo (Seccidn 2.1.1. del Capitulo I1).

DyW66
| Y | PR A

Dyw22

PDF: 96-222-4801

20 40 60 80
20 (grados)

Figura 9. Diagramas de difraccion de rayos X obtenidos para las muestras DyW66 y
DyW?22, junto con el patrén de difraccién correspondiente a la estructura tetragonal del
NaDy(WOQs), (PDF:96-222-4801).

3.1.4. Nanoparticulas de fosfato de disprosio

Para la sintesis de NPs uniformes de fosfato de disprosio, se seleccioné
como punto de partida un método de precipitacion homogénea en medio poliol
desarrollado previamente para sintetizar NPs de fosfato de holmio.® Sin
embargo, debido a la insolubilidad del precursor de ion lantanido (Dy(OAC)s)
en el disolvente implicado (butilenglicol), fue necesario cambiar tanto el
disolvente como el precursor de disprosio empleados. En concreto, la sintesis
se llevo a cabo preparando una disolucion 0,01 M de Dy(NOs)s en un volumen
total de 30 mL de butanol en agitacion magnética a 50 °C durante 1 hora para
facilitar la disolucion. Una vez disuelta y enfriada, la disolucién se mezclé con
la cantidad deseada de H3PO. concentrado para obtener una disolucion final

con una concentracion de 0,15 M. La mezcla se envejecid a 150 °C durante 1 h
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en tubos herméticamente cerrados, utilizando un horno microondas como

fuente de calentamiento.

El precipitado obtenido consistié de NPs con forma aparentemente
clbica (Fig. 10a), una longitud media de arista de 22 nm (o = 3 nm) y un valor
de 1033 nm (Tabla 4), que indicaba un alto grado de agregacion. Dado que en
el valor del PZ (-14 mV) al pH nativo de estas suspensiones (pH~=3) fue inferior
al requerido para proporcionar estabilizacion electrostatica frente a la
agregacion (> £15 mV, Seccion 2.4.2. del Capitulo 1), se procedié a aumentar
el pH de las suspensiones con objeto de aumentar el valor absoluto del PZ y asi
obtener méas informacion sobre el origen de la agregacion detectada. Se observo
que a pH~10, el valor de PZ fue de -41 mV, lo cual conlleva a un aumento
importante de las fuerzas repulsivas entre particulas como se infiere de la
importante disminucion del valor de Dh (190 nm). No obstante, este valor de
Dh sigue siendo superior al tamafio medio de las NPs por lo que, a pesar de la
estabilizacién electrostatica conseguida, esta fue insuficiente para obtener
particulas dispersas. Por ello, se procedi6 a modificar los parametros
experimentales (Tabla 4) con el objetivo de obtener NPs con un alto grado de

dispersién.

En primer lugar, se observd que, aumentando la concentracion de
Dy(NOs); de 0,01 M a 0,02 M, se obtenian particulas también aparentemente
cUbicas (Fig. 10b) con una longitud media de arista de 70 nm (o =8 nm) y un
valor de Dh de 142 nm (tanto a pH~3 como a pH~=10, condiciones en las que el
valor de PZ fue de -18 y -44 mV, respectivamente). Este valor de Dh indica una
mejora en el grado de dispersion, por lo que el efecto de los demas parametros

se evalud para una concentracion 0,02 M de Dy**.
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A continuacion, se disminuyo la temperatura de sintesis desde 180 a
150 °C, resultando NPs con forma similar (Fig. 10c) y menor longitud media
de arista (37 nm, o = 3 nm). El valor de Dh medido para estas NPs era también
menor (106 nm) a pH=10 (PZ = -42 nm), por lo que, para estudios posteriores,

se empled una temperatura de envejecimiento de 150 °C.

En las condiciones anteriores, se observo que, al emplear una estufa
convencional en lugar de un horno asistido por microondas, no se produjeron
diferencias significativas de la forma de las NPs (Fig. 10d) pero si aumento su
tamafio medio (60 nm, ¢ =5 nm) y, sobre todo, su grado de agregacién como
puso de manifiesto el alto valor de Dh (342 nm) obtenido en suspensién acuosa
(pH~10; PZ = -44 mV). Por tanto, el empleo de un horno microondas como
fuente de calentamiento es esencial en este sistema para la obtencién de NPs
adecuadas para las aplicaciones perseguidas.

La naturaleza del precursor de Dy3* también result6 ser un parametro
critico pues utilizando Dy(OAC); en lugar de Dy(NOs3); se obtuvieron particulas

muy irregulares (Fig. 10e).

Por Gltimo, se evalud el efecto de la concentracion de HzPO4. Usando
las condiciones que dieron lugar a las NPs de tamafio medio (37 nm), se observo
que, al disminuir la concentracion de HsPO4 de 0,15 a 0,075 M, se produjo una
disminucién de la longitud media de arista de las NPs (Fig. 10f) desde 37 a 23
nm (o = 3 nm). El valor de Dh para estas NPs fue claramente superior (190
nm) a su tamafio medio incluso a pH~10, condiciones en que el PZ fue muy
elevado (-44 mV), manifestando que estaban agregadas de forma irreversible.
Por el contrario, el empleo de una concentracion de HsPO4 mayor (0,3 M) dio
lugar a un aumento del tamafio medio (57 nm, ¢ = 7 nm) manteniéndose una
forma de particula similar (Fig. 10g). En este caso, el valor de Dh disminuy6
(142 nm) (PZ = -40 mV, a pH~10) indicando una mejora del grado de
dispersion. Asi pues, la modificacion de la concentracion de HsPO. permitid
modular el tamafio medio de las NPs con forma aparentemente ctbica obtenidas

entre 37 y 57 nm manteniendo un grado de dispersion razonable.
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Estas muestras, denominadas en adelante DyP37 y DyP57,
respectivamente, fueron seleccionadas para estudios posteriores, con objeto de
evaluar el efecto del tamafio de particula sobre sus propiedades y potenciales

aplicaciones en bioimagen.

Figura 10. Micrografias TEM de las NPs obtenidas empleando las condiciones
indicadas en la Tabla 4.
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El andlisis de estas muestras (DyP37 y DyP57) mediante DRX puso de
manifiesto que ambas presentaban un conjunto similar de reflexiones (Fig. 11),
todas ellas compatibles con la estructura tetragonal del DyPO, (PDF: 00-026-
0593). Haciendo uso de la formula de Scherrer aplicada a la reflexion con 20 =
29°, se obtuvieron valores de tamafio de cristalito de 34 nm y 52 nm para las
muestras DyP37 y DyP57, respectivamente. En ambos casos, estos valores son
muy proximos al tamafio de las NPs, lo cual sugiere que las NPs presentaban
un caracter monocristalino que sugiere su formacion a través de un proceso de

crecimiento difusivo (Seccién 2.1.1. del Capitulo I1).

DyP37

¢ JM

PDF: 00-026-0593

| ‘ [ |

10 20 30 40
26 (grados)

Figura 11. Diagramas de difraccion de rayos X obtenidos para DyP37 y DyP57, junto

con el patrén de difraccion correspondiente a la estructura tetragonal del DyPO, (PDF:
00-026-0593).

| ||||.
50 60

3.2. Dispersabilidad en condiciones fisiologicas y

funcionalizacion

3.2.1. Dispersabilidad de las nanoparticulas pristinas

La dispersabilidad de las NPs seleccionadas para cada sistema y
suspendidas en PBS (pH = 7,4) fue evaluada a partir de medidas de los valores

de Dh mediante DLS, obteniéndose en todos los casos valores de dicha
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magnitud superiores a 700 nm (Figura), lo cual indica que todos ellas presentan

un alto grado de agregacién en medio fisiologico.

——DyVv67 (1106 nm)
—— DyMo23 (837 nm)
- ——Dyw22 (903 nm)
< DyW66
2 —DyP57 1080 nm)
o DyP37
]
S
(%2}
c
9
=
\
\
0 20I00 40IOO 60IOO

Diametro hidrodinamico (nm)
Figura 12. Curvas DLS y diametro hidrodinamico (Dh) correspondientes a
suspensiones en PBS a pH = 7,4 de NPs de distinta composicion.

Por tanto, ninguno de estos sistemas cumple el requisito de
dispersabilidad necesario para su aplicacion en técnicas de bioimagen. Por ello,
se procedié a su funcionalizacion con PAA, para lo cual se seleccioné en primer
lugar un procedimiento en una sola etapa (one-pot) por su simplicidad y
rapidez. En los casos en que este procedimiento no tuvo éxito, se desarrollé un

procedimiento mas complejo en dos etapas (two steps).

3.2.2. Funcionalizacion de las nanoparticulas con acido poliacrilico

3.2.2.1. Funcionalizacion one-pot
Este método de funcionalizacion se llevé a cabo de forma simultanea

al proceso de sintesis de las particulas. Especificamente, se emplearon las
mismas condiciones experimentales implicadas en la sintesis de las NPs que
constituian las diferentes muestras seleccionadas para cada sistema (DyV67,
DyMo23, DyW22, DyW66, DyP37 y DyP57) descritas en la seccion anterior,
pero afiadiendo 2 mg-mL™* de PAA a la disolucion del precursor de Dy*, ya
que se ha reportado anteriormente que esta cantidad es suficiente para dotar de

dispersabilidad a NPs de naturaleza similar®*
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Nanoparticulas de DyVO.. Las NPs obtenidas para este sistema en presencia
de PAA presentaban una forma mas esférica (Fig. 13a) que las obtenidas en

ausencia de PAA (Fig. 2b) y un tamafio similar (66 nm, ¢ = 10) (Fig 13b).

8\‘:;20« b 66 nm
g (6=10)
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100 nm i %: 0 40 80 120 160 200
-JA ala. Diametro (nm)
Figura 13. Micrografia TEM (a) y distribucién del tamafio de particula (b) de las NPs

sintetizadas segun las condiciones de la muestra DyV67, pero afiadiendo 2 mg-mL™* de
PAA.

El valor de Dh obtenido para dichas NPs en medio acuoso solo fue
ligeramente superior 106 nm (Fig. 14) a su tamafio medio indicando que la
ausencia de una agregacion significativa. También se observé que el valor de
PZ medido después del proceso de funcionalizacién era superior (-61 mV a
pH~6) respecto a las NPs no funcionalizadas (PZ = -37 mV, Tabla 1). Este
cambio del valor del PZ sugiere la presencia en la superficie de las NPs de

moléculas de PAA, cuya ionizacidon daria lugar a un aumento de la carga
negativa.

106 nm

Pot. Z: - 61 mV

Intensidad (u.a.)

0 200 400 600
Diametro hidrodinamico (nm)
Figura 14. Curva DLS, diametro hidrodindmico y potencial Z correspondientes a una

suspension acuosas de las NPs sintetizadas segun las condiciones de la muestra DyV67,
pero afiadiendo 2 mg-mL* de PAA.
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Ello fue confirmado mediante espectroscopia FTIR. Asi en el espectro
de la muestra obtenida en presencia de PAA se detectaron bandas de absorcion
entre 1400 y 1550 cm™, que no se observan en el espectro de las particulas
obtenidas en ausencia de este polimero (Fig. 15a) y que pueden atribuirse a los
modos vibracionales de tensidén simétrico y asimétrico caracteristicos de los

aniones carboxilato del PAA, respectivamente.®

Mediante un andlisis TG fue posible cuantificar la cantidad de PAA
incorporado a las NPs. Como se observa en la Fig.15b, la curva TG de la
muestra obtenida en ausencia de PAA, s6lo mostrd una pérdida de peso, que
tuvo lugar principalmente en el rango de temperaturas 25-300 °C, la cual se
debe a la liberacién del agua adsorbida. Sin embargo, en el caso de la muestra
obtenida en presencia de PAA, ademas de detectarse la liberacion de agua, se
observo, una pérdida de peso (9 %) en el intervalo de 300-800 °C, que puede
atribuirse a la descomposicion de las especies de PAA.

_ p 100 b
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2 | Dyve7T@PAA coo’ < 924

5 N 8

S & ss{ 9%

2 DyV67@PAA
84

4000 3000 2000 1000 200 400 600 800

Numero de onda (cm™) Temperatura (°C)

Figura 15. Espectros FTIR (a) y curvas TG (b) para las muestras DyV67 y
DyV67T@PAA.

Una vez funcionalizada dicha muestra (denominada en adelante
DyV67@PAA), se procedid a evaluar el efecto del proceso de funcionalizacion
sobre la dispersabilidad de las NPs en medio PBS (pH = 7,4). En estas
condiciones, el valor de Dh obtenido mediante DLS (Fig. 16) es muy inferior
(94 nm) al correspondiente a las NPs sin funcionalizar (1106 nm, Fig. 12) y
similar al tamafio medio de las NPs (67 nm). Ello pone de manifiesto que
mediante funcionalizacion de las NPs con PAA, estas pueden ser bien

dispersadas a pH fisiologico.
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94 nm

Intensidad (u.a.)

1 10 100 1000
Diametro hidrodinamico (nm)
Figura 16. Curva DLS y diametro hidrodinamico para una suspension de la muestra
DyV67@PAA en PBS.

Finalmente, el diagrama DRX obtenido para la muestra funcionalizada
era similar al correspondiente a la muestra sin funcionalizar (Fig. 5), y, por

tanto, también consistente con la estructura tetragonal del DyVO..

Nanoparticulas de NaDy(MoO.).. El proceso de funcionalizacién one-pot con
PAA aplicado a las NPs que constituyen la muestra DyMo23 no tuvo éxito, ya
gue no se observo precipitacion apreciable tras el proceso de sintesis. Aungue
la causa de tal inhibicién de la precipitacion no ha sido establecida, podria estar
relacionada con la disminucién del pH producida por la adicién del &cido
poliacrilico que daria lugar a una protonacion de los aniones MoO4*
disminuyendo asi la cantidad de dichos iones disponibles y, por tanto,

ralentizando la precipitacion.

Nanoparticulas de NaDy(WO.).. Al emplear las condiciones de sintesis que
dieron lugar a las NPs que constituian la muestra DyW66, pero afiadiendo PAA
a la disolucidn inicial, no se detect6 una precipitacion apreciable, lo cual podria
atribuirse a la ralentizacion de la precipitacién mencionada anteriormente para
el sistema NaDy(Mo0O4)..

No obstante, en el caso de las NPs DyW22, si se observo precipitacion
indicando que dicha ralentizacion fue menos efectiva, probablemente debido a
la mayor concentracién de iones Dy** implicada en el proceso de sintesis. Las

NPs obtenidas presentaban una forma poco definida (Fig. 17a) y un tamafio
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medio de 17 nm con una desviacion estandar (¢ = 4 nm) pequena (Fig. 17b)
qgue indica una distribucion de tamafios estrecha. Estas caracteristicas
morfol6gicas son ligeramente distintas a las de las NPs obtenidas sin usar PAA
como aditivo, lo cual parece confirmar la influencia de las moléculas de
polimero en la cinética de precipitacién y su intervencion en los procesos de

nucleacion y/o crecimiento de las NPs.
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Figura 17. Micrografia TEM, b) distribucién del tamafio de particula obtenido a partir

de micrografias TEM de las NPs sintetizadas segln las condiciones de la muestra

DyW22, pero afiadiendo 2 mg-mL™ de PAA.

El valor de Dh obtenido (60 nm) mediante DLS (Fig. 18) para una
suspension acuosa (pH~6) de estas NPs (PZ = -31 mV) indica que se

encontraban razonablemente dispersas.
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Figura 18. Curva DLS y diametro hidrodinamico para una suspension de la muestra
DyW22, pero afadiendo 2 mg-mL™ de PAA.

Como se muestra en la Fig. 19a, el espectro FTIR de las NPs
sintetizadas en presencia de PAA, presenta las bandas caracteristicas de los

grupos carboxilato del PAA, ya descritas anteriormente para el caso de la
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muestra DyV67, las cuales no estaban presentes en el espectro de la muestra sin

funcionalizar indicando el éxito del proceso de funcionalizacion.

La comparacion de las curvas TG obtenidas para las NPs sin
funcionalizar y funcionalizadas (Fig. 19b) permiten cuantificar la cantidad de
PAA incorporada en el segundo caso. Asi, la curva de la muestra obtenida en
ausencia de PAA (DyW22), s6lo mostré una pérdida de peso en el intervalo 25-
300 °C como consecuencia de la liberacion de agua adsorbida. Sin embargo, en
el caso de la muestra funcionalizada con PAA (muestra denominada a partir de
aqui DyW22@PAA), se detectd junto con la liberacion de agua, una pérdida de
peso adicional (4 %) en el intervalo de 300-800 °C, que puede atribuirse a la

descomposicién de las especies de PAA.
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Figura 19. Espectros FTIR (a) y curvas TG (b) para las muestras DyWw22 y
DyW22@PAA.

Para comprobar el efecto de la funcionalizacion de las NPs de
NaDy(WOQ.), sobre su dispersabilidad en PBS, se registrd la curva DLS de una
suspension de las NPs funcionalizadas en dicho medio (Fig. 20). El valor de Dh
obtenido (81 nm) es muy inferior al correspondiente a las NPs sin funcionalizar
(903 nm, Fig. 12), lo cual pone de manifiesto el papel esencial de las moléculas

de PAA sobre la dispersabilidad de las mismas en PBS.
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81 nm

Intensidad (u.a.)

1 10 100 1000 10000
Diametro hidrodindmico (nm)
Figura 20. Curva DLS y diametro hidrodinamico para una suspension de la muestra
DyW22@PAA en PBS.
Finalmente, hay que mencionar que la muestra funcionalizada
presentaba un diagrama DRX similar al de la muestra sin funcionalizar (Fig. 9)

consistente con la fase tetragonal del NaDy(WO,)-.

Nanoparticulas de DyPO,. Empleando las condiciones de sintesis que dieron
lugar a las NPs que constituian la muestra DyP37 pero afiadiendo PAA a la

disolucidn inicial, se obtuvieron NPs uniformes (Fig.21a).
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Figura 21. Micrografia TEM (a) y distribucién del tamafio de particula (b) de las NPs
sintetizadas segun las condiciones de la muestra DyP37, pero afiadiendo 2 mg-mL™* de
PAA. Curva DLS y didmetro hidrodinamico para una suspension de dichas NPs a pH~6
(c). Espectro FTIR (d) de la muestra presentada en (a).
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Estas NPs presentaron un tamafio medio de 98 nm (Fig. 21b) que es
superior al de las NPs sin funcionalizar y un valor de Dh en suspension acuosa
(pH~10) de 245 nm (PZ = -37 mV) (Fig.21c), el cual indica que el proceso de
funcionalizacion induce la agregacion de las mismas. Hay que sefialar que
mediante FTIR (Fig. 21d) se observo que la muestra no presentaba las bandas
caracteristicas de los grupos carboxilatos del PAA. ElI comportamiento de la
muestra DyP57 fue similar. Estos resultados ponen de manifiesto que este

método de funcionalizacidn no es adecuado para este sistema.

3.2.2.2. Funcionalizacion two steps.
Para los sistemas basados en NaDy(MoOa.), (muestra DyMo23) y

DyPOs (muestras DyP37 y DyP57), para los cuales no funcion6 el
procedimiento de funcionalizacion one-pot se utiliz6 un método de
funcionalizacion consistente en recubrir las NPs previamente sintetizadas con

moléculas de PAA.

Nanoparticulas de DyPO.. El procedimiento experimental seguido para la
deposicion de moléculas de PAA sobre la superficie de las NPs
correspondientes a las muestras DyP37 y DyP57, mediante interacciones
idnicas, se detalla en la Seccion 2.2. del Capitulo Il. En ambos casos, este
tratamiento de funcionalizacion fue efectivo como puede observarse en las
Figs. 22c y d, en las que se presentan los espectros FTIR de las NPs antes y
después del recubrimiento con PAA. Asi, para ambas muestras, los espectros
de las NPs registrados después de la funcionalizacion mostraban bandas de baja
intensidad entre 1400 y 1500 cm™ que pueden asignarse a las vibraciones de los
grupos carboxilato de las moléculas de PAA,® demostrando el éxito del proceso
de funcionalizacion. Mediante analisis termogravimétrico se cuantifico la
cantidad de PAA adsorbida. Asi, las curvas TG obtenidas para las muestras
DyP37 y DyP57 antes de la funcionalizacion con PAA (Figs.22e y f,
respectivamente) Gnicamente mostraron una primera pérdida de peso (6 %),
correspondiente a la eliminacion del agua adsorbida entre 100 y 300 °C y una

segunda, progresiva (1 %), entre 300 y 600 °C que podria asignarse a la
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descomposicion de las moléculas de disolvente (butanol) residuales. Sin
embargo, después de la funcionalizacién, se observd para ambas muestras
(denominadas en adelante DyP37@PAA y DyP57@PAA, respectivamente.)
una pérdida de peso mas pronunciada (=3 %) en el rango 300-600 °C que puede

asociarse a la descomposicion de las moléculas de PAA.

El proceso de funcionalizacion no afectdé a las caracteristicas
morfologicas de las NPs (Figs. 22a y b). ni a la dispersabilidad de las mismas
en suspension acuosa (a pH=7). Asi, las muestras DyP37@PAA y
DyP57@PAA presentaron valores de Dh de 85 y 105 nm (Figs. 22g y h),
respectivamente, que son similares a los obtenidos en dichas condiciones para
las muestras sin funcionalizar (106 y 142 nm) y que no son muy superiores a
los tamafios de las NPs (37 y 57 nm), indicando la ausencia de agregacion en
estas condiciones. Este comportamiento estaria de acuerdo con los valores
similares de potencial zeta medidos para las muestras antes (-42 y -40 mV,
muestras DyP37 y DyP57, respectivamente) y después de la funcionalizacion
(-45y -52 mV, muestras DyP37@PAA y DyP57@PAA, respectivamente).

El recubrimiento con PAA tuvo un efecto importante sobre la
dispersabilidad de las NPs suspendidas en PBS, como se observa en las Figs.
229 y h en las que se presentan las curvas DLS obtenidas para las muestras
funcionalizadas. Los valores de Dh medios obtenidos a partir de estas medidas
(100 y 109 nm, para las muestras DyP37T@PAA y DyP57T@PAA,
respectivamente) eran muy inferiores a los de las muestras sin funcionalizar
(>1000 nm, Fig. 12), por lo que puede concluirse que el proceso de
funcionalizacion mejoro notablemente la dispersabilidad de las NPs de DyPO4
en PBS.
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Figura 22. Micrografia TEM de las NPs que constituyen la muestra DyP37 (a) y DyP57
(b), espectros FTIR tanto de las muestras pristinas como funcionalizadas de las
muestras DyP37 (c) y DyP57 (d), curvas TG tanto de las muestras pristinas como
funcionalizadas de las muestras DyP37 (e) y DyP57 (f), y curvas DLS para
suspensiones de la muestra DyP37@PAA en agua y en PBS (g) y para suspensiones de
la muestra DyP57@PAA en agua y en PBS (h).
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Nanoparticulas de NaDy(MoO4).. En primer lugar, se procedio a depositar el
PAA sobre la superficie de las NPs de NaDy(MoQ.), (muestra DyMo23)
mediante interacciones i6nicas siguiendo el procedimiento experimental
detallado en la Seccion 2.2.1. del Capitulo 11, el cual no produjo cambios, como

era de esperar, en las caracteristicas morfoldgicas de las NPs (Fig. 23a).
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Figura 23. Micrografia TEM de las NPs que constituyen la muestra DyMo23
funcionalizada en una segunda etapa con 2 mg-mL-! de PAA (a), espectros FTIR (b) y
curvas TG (c) de dicha muestra en comparacion con la muestra pristina (DyMo23) y
curvas DLS para suspensiones en agua y en PBS de la muestra DyMo23 funcionalizada

(d).

El espectro FTIR obtenido para dichas NPs (Fig. 23b) mostré bandas
de absorcién entre 1400 y 1500 cm'* de intensidad débil que no estan presentes
en el espectro obtenido previamente al proceso de funcionalizacion y que
corresponden a los grupos carboxilato del PAA.® La curva TG de la muestra
pristina (Fig. 23c), s6lo mostré una pérdida de peso en el rango de temperaturas
25-300 °C como consecuencia de la liberacion del agua adsorbida. Sin

embargo, en el caso de la muestra funcionalizada, se detecté la liberacion de
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agua junto con una pérdida de peso adicional de un 1,2 % en el intervalo de
300-600 °C (Fig. 23c), que puede atribuirse a la descomposicidn de las especies
organicas. Como puede observarse en la Fig. 23d, el valor de Dh obtenido en
PBS (624 nm), es significativamente superior al obtenido en agua (66 nm) a pH
similar, lo que indica que esta cantidad de PAA era insuficiente para dotar a las

NPs de dispersabilidad en medio fisiologico.

Por este motivo, se procedi6 a emplear una estrategia de
funcionalizacién en una segunda etapa a través de interacciones electrostaticas,
conocida en inglés como layer-by-layer. Para ello, las NPs fueron recubiertas
con dos capas de polielectrolito utilizando el método descrito en la Seccién
2.2.1. del Capitulo Il. Dado que el valor de PZ de las NPs en suspension acuosa
era negativo (-30 mV), se seleccion6 un polimero cargado positivamente
(poli(clorhidrato) de alilamina, PAH) como primera capa para favorecer la
interaccion electrostatica entre ambas entidades. En efecto, el valor del PZ de
las NPs recubiertas con PAH cambi6 a +49 mV. Esta inversion del signo de la
carga eléctrica superficial sugiere el éxito del procedimiento de recubrimiento.
Las moléculas de PAA (polimero anidnico) fueron depositadas con la misma
estrategia en una segunda capa, resultando un valor de PZ negativo (-40 mV),
sugiriendo también la incorporacién de este polimero a las NPs. Este
procedimiento tampoco dio lugar a cambios significativos en la forma y tamafio
de las NPs (Fig. 24a).

Los espectros FTIR obtenidos para las NPs funcionalizadas (Fig. 24b)
mostraron bandas en la region 1400-1650 cm™ (marcadas con un asterisco)
solapadas con la debida al agua en torno a 1620 cm, que pueden atribuirse a
los modos vibracionales de los grupos N-H (1624 y 1455 cm™)” y COO" (1553
cmt)® de las moléculas de PAH y PAA, respectivamente, confirmando la
adsorcién de estos polimeros en la superficie de las NPs. Mediante TG (Fig.
24c) se observO para esta muestra (denominada a partir de aqui
DyMo23@PAH@PAA) una pérdida de masa del 7 % en el intervalo 300-600

°C que corresponden a la descomposicion de las especies organicas.
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Figura 24. Micrografia TEM (a), espectro FTIR (b) y curva TG (c) de las NPs que
constituyen la muestra DyMo023@PAH@PAA, y curvas DLS para suspensiones en
agua y en PBS de dicha muestra (d).

El efecto de este proceso de funcionalizacion sobre la dispersabilidad
de las NPs de NaDy(MoOQ4). en PBS se analizd6 mediante DLS (Fig. 24d),
observandose que el valor de Dh obtenido para las NPs funcionalizadas (190
nm) es similar al obtenido en agua (175 nm) y muy inferior al obtenido para las
NPs sin funcionalizar (837 nm, Fig. 12), indicando asi el efecto favorable de la

capa de funcionalizacién depositada mediante el procedimiento layer-by-layer

3.3. Relajatividades magnéticas

En la Fig. 25 se presentan las iméagenes phantom ponderadas en T»
obtenidas por resonancia magnética a 9,4 T para suspensiones acuosas con
diferentes concentraciones de las distintas NPs seleccionadas (muestras
DyV67@PAA, DyMo23@PAH@PAA, DyW22@PAA, DyP37@PAA y
DyP57@PAA). En dicha figura puede observarse un oscurecimiento

progresivo de las im&genes a medida que aumentaba la concentracién de NPs
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en las suspensiones para todos los sistemas considerados, lo que indica que,
independientemente de su composicidn y caracteristicas morfoldgicas, todas las

NPs se comportan como ACs negativos para MRI a alto campo.

mM Dy
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Figura 25. Imagenes phantom de MRI obtenidas a 9,4 T para suspensiones acuosas con
diferentes concentraciones (mM de Dy®*) de las muestras: a) DyV67@PAA, b)
DyMo23@PAH@PAA, c) DyW22@PAA, d) DyP57@PAA y e) DyP37T@PAA.

Para llevar a cabo un anélisis comparativo de la capacidad de dichas
muestras para actuar como AC para MRI a alto campo, se determinaron los
valores de relajatividad, ro, para cada una de ellas a partir de las pendientes de
las rectas resultantes de representar la inversa del tiempo de relajacion (1/T2)
de los protones del agua en funcion de la concentracion milimolar de Dy®* (Fig.
26).
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Figura 26. Velocidad de relajacién transversal (1/T>) en funcidn de la concentracion de
Dy®* en suspensiones acuosas de las NPs correspondientes a los distintos sistemas
seleccionados.

Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 5. En dicha tabla se
observa que los menores valores de r, corresponden a las muestras
DyW22@PAA (106 mMs?t) y DyMo23@PAH@PAA (290 mMs?). Ello
puede atribuirse al menor tamafio de particula de dichas muestras (17 nm para
la muestra DyW22@PAA y 23 nm, para la muestra DyMo23@PAH@PAA) ya
gue segln la teoria mecano-cuantica de la relajatividad, r. debe aumentar al
aumentar el tamafio de particula (Apéndice 1). Este mismo efecto puede
explicar las diferencias de r, observadas para las dos muestras basadas en
fosfato de disprosio (DyP37@PAA y DyP57T@PAA) ya que la muestra con
mayor valor de r, (516 mM-s?) es aquella que posee un mayor tamafio de
particula (57 nm). Es sorprendente, sin embargo, que esta Ultima muestra
presente un valor de r, superior a la basada en vanadato de disprosio
(DyV67@PAA) (383 mM-1s) siendo el tamafio de esta Gltima superior (67
nm). Este comportamiento podria explicarse teniendo en cuenta que el valor
de Dh obtenido para la muestra DyP57@PAA (105 nm) es superior al
correspondiente al de la muestra DyV67@PAA (81 nm) ya que es ampliamente

aceptado que las inhomogeneidades magnéticas locales inducidas por agentes
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de contraste favorecen r. y que el area afectada por dichas inhomogeneidades

aumenta a medida que aumenta el valor de Dh.®

Tabla 5. Tamafio medio obtenido a partir de micrografias TEM, didmetro
hidrodindmico (Dh) en suspension acuosa y relajatividad transversal (rz) de las NPs
correspondientes a los distintos sistemas seleccionados.

) Tamario Dh r2
Sistema Muestra
(hm) (hm)  (mMis?)
DyVO4 DyV67T@PAA 67 81 383
NaDy(WO,), DyW22@PAA 17 60 106
NaDy(MoO4), DyMo23@PAH@PAA 23 59 290
DyP37T@PAA 37 85 432
DyPO.
DyP57T@PAA 57 105 516

Finalmente, cabe mencionar que los valores de r, obtenidos en esta tesis
para las dos muestras basadas en fosfato de Dy son mas altos que los reportados
previamente para NPs basadas en distintos compuestos de Dy, tales como
DyF3,° NaDyF,!* ' 0 Dy,03*, que mostraron valores de r, entre 100 y 380

mM-1st, por lo que darian lugar a mayor contraste de las imagenes MIR.

3.4. Estabilidad quimica
Los estudios de estabilidad quimica de las muestras seleccionadas se
llevaron a cabo empleando suspensiones de las NPs en medio PBS que fueron

tratadas a 37 °C, para simular el medio fisiolégico.

En el caso de los sistemas basados en matrices tipo molibdato y
volframato (DyMo23@PAH@PAA y DyW22@PAA) se observd mediante
TEM, que tras un dia de tratamiento aparecieron particulas con forma fibrosa
(Figs. 27a'y b) que no estaban presentes en las muestras de partida. Ademas, el

analisis mediante ICP de los sobrenadantes obtenidos tras centrifugar las
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suspensiones reveld la presencia de altas cantidades de Moy W (39,5 y 20,0 %
molar, respectivamente, respecto al contenido inicial de las mismas), indicando
gue dichas NPs tienden a disolverse en condiciones fisiol6gicas. Hay que
mencionar que la tendencia a la disolucion de estas particulas es incluso
superior a la reportada para NPs de diversos fluoruros de tierras raras
(liberacion de F~ = 15-25 %), ¥ por lo que tampoco serian adecuadas para su

uso como ACs.

50 nm
Figura 27. Micrografias TEM obtenidas para las muestras DyMo23@PAH@PAA (a)
y DyW22@PAA (b) tras tratarlas durante 1 dia en PBS a 37 °C.

Sin embargo, para las NPs basadas en las matrices tipo vanadato y
fosfato (muestras DyV67, DyP37 y DyP57) no se observaron variaciones
significativas de su morfologia (Figs. 28a, b y c) tras 5 semanas de tratamiento.
Ademas, la cantidad de V o P determinada mediante analisis ICP de los
sobrenadantes respecto al contenido inicial de las suspensiones era
insignificante (0,8 % molar para la muestra DyV67@PAA, 1,7 % molar para la
muestra DyP37@PAA y 2,1 % molar para la muestra DyP57@PAA). Estos
datos indican que no se produjo una disolucién significativa de estas NPs
durante el tratamiento y que, por tanto, cumplen el requisito de estabilidad
quimica para ser empleadas en biomedicina.
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50 nm

Figura 28. Micrografias TEM obtenidas para las muestras DyV67@PAA (a),
DyP37@PAA (b) y DyP57T@PAA (c) tras tratarlas durante 5 semanas en PBS a 37 °C.

3.5.  Biocompatibilidad y comportamiento in vivo

A la vista de los resultados obtenidos de la evaluacion de la
relajatividad y estabilidad quimica, para los estudios de viabilidad celular y del
comportamiento in vivo que se presentan a continuacion, se selecciond la
muestra DyP57@PAA por presentar el valor 6ptimo de r2 (516 mM-1s?) siendo

guimicamente estable.

3.5.1. Funcionalizacion con polietilenglicol

Previamente a la evaluacion de la biocompatibilidad y del
comportamiento in vivo de las NPs que constituyen la muestra DyP57 @PAA,
estas se recubrieron con a-metoxi-w-amino polietilenglicol (PEG) con el fin de
mejorar su tiempo de circulacion sistémica y evitar su eliminacion por el
sistema inmunitario.** Para ello, fue necesario utilizar una mayor cantidad de
PAA (10 mg mL™) en el proceso de funcionalizacion que la considerada en los
estudios anteriormente descritos, para asi aumentar el nimero de grupos
carboxilato en la superficie de las NPs que son necesarios para su reaccion
mediante la quimica de la carbodiimida con los grupos amino de a-metoxi-o-

amino polietilenglicol.

En la Fig. 29a se presentan los espectros FTIR de las NPs recubiertas
con a-metoxi-w-amino PEG y del a-metoxi-m-amino PEG puro. En el espectro

de las primeras se observan varias bandas correspondientes al a-metoxi-m-
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amino PEG (marcadas con asterisco) entre las que no se encuentran las
asociadas a vibraciones de tensién de aminas alifaticas que aparecen a 1282 y
1242 cm* en el espectro del a-metoxi-w-amino PEG puro (marcadas en rojo).
Ello prueba la formacién de enlaces amida entre los grupos carboxilato y las
moléculas de a-metoxi-w-amino PEG vy, por tanto, el éxito del proceso de
recubrimiento. Ha de destacarse que la banda caracteristica del grupo amida
solapa con la del agua en la regién 1640-1650 cm™ por lo que no puede

identificarse claramente.

164 nm

PEG

DyP57@PAA@PEG

Absorbancia (u.a.)
Intensidad (u.a.)

4000 3000 2000 1000 O 200 400 600 800 1000
Numero de onda (cm™) Diametro hidrodinamico (nm)
Figura 29. a) Espectros FTIR de las NPs DyP57@PAA recubiertas con a-metoxi-o-
amino PEG. También se presenta el espectro FTIR del a-metoxi-w-amino PEG puro
con fines comparativos. b) Diametro hidrodindmico y curva DLS de una suspension en
PBS de NPs DyP57@PAA@PEG.

En la Fig. 29b se presenta la curva DLS de las NPs funcionalizadas con
a-metoxi-w-amino PEG vy dispersadas en PBS, de la cual se obtuvo un valor de
Dh de 164 nm, el cual indica la ausencia de una agregacion importante en dicho
medio. A partir de aqui, esta muestra se denominara DyP57 @PAA@PEG.

3.5.2. Analisis de la viabilidad celular

La evaluacion del comportamiento citotoxico de la muestra
DyP57@PAA@PEG se llevo a cabo empleando la linea celular de fibroblastos
de prepucio humano HFF-1. Dicha evaluacion incluy6 varios estudios tales
como el analisis de la morfologia celular mediante microscopia Optica, de la
induccion de células necroticas/apoptéticas tardias y de la actividad

mitocondrial de las células en presencia de dichas NPs.
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Al fusionar las imagenes de microscopia de campo claro, con las de
fluorescencia correspondientes a la tincion DAPI (azul, células vivas) y TO-
PRO-3 (rojo, células muertas) (Figs. 30a-c), se observé que las células
expuestas a una concentracion de NPs de hasta 100 pg/mL (referida a Dy®*), no

mostraban ningun cambio morfol6gico apreciable.
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Figura 30. Ensayos de citotoxicidad para la muestra DyP57@PAA@PEG: Imagenes
de microscopia Optica de fibroblastos HFF-1 resultantes de la fusién de imagenes de
campo claro (gris), con tincion DAPI (azul) y tincion TO-PRO-3 (rojo): a) control
negativo, b) control positivo, c) células expuestas a 100 pug/ml de Dy. La barra de escala
corresponde a 50 um. Numero total de células por pocillo (d), porcentaje de células
muertas (e) y ensayo MTT (f) de células expuestas a concentraciones crecientes de NPs.
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La necrosis celular, evaluada mediante el recuento del nimero total de
células en el ensayo vivo-muerto (Fig. 30d), también puede descartarse, ya que
no se produjo una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) en el
numero de células para ninguna de las concentraciones de Dy ensayadas (<100

pg/mL).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre el porcentaje de células muertas cuando se exponen a las
diferentes concentraciones de Dy ensayadas (<100 pg/mL) y el correspondiente

al control negativo, indicando la ausencia de apoptosis (Fig. 30e).

Por altimo, no se observé ningun efecto estadisticamente significativo
sobre la actividad mitocondrial mediante el ensayo MTT, ya que la
supervivencia celular fue superior al 70 % (Fig. 30f) que es el limite por debajo
del cual se considera que las NPs son potencialmente citotdxicas (hnorma UNE-
EN ISO 10993-5:2009)".

Estos resultados indican claramente que las NPs de DyPO,
funcionalizadas con PAA 'y a-metoxi-o-amino PEG  (muestra
DyP57@PAA@PEG), no son toxicas en las condiciones ensayadas y, por tanto,

serian aptas para su uso como sondas en aplicaciones de bioimagen.

3.5.3. Evaluacion del comportamiento in vivo
Dado que segun la teoria mecano-cuantica (Apéndice 1), la naturaleza

y el espesor de la capa de funcionalizacion puede afectar a la relajatividad
transversal, previamente a la evaluacién del comportamiento in vivo de la
muestra DyP57@PAA@PEG, se procedi6 a comprobar el efecto del
recubrimiento con PEG sobre la efectividad de las mismas como ACs T, para

MRI a alto campo.

El valor de r, obtenido para dicha muestra (Fig. 31a) fue algo inferior
(438 mM2-s1) al de la muestra sin recubrir con PEG (516 mM-s1). Ello puede
explicarse segun la teoria mecano-cuéntica de la relajatividad, segun la cual r»

disminuye al aumentar el grosor de la capa superficial de funcionalizacion de
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las NPs, como cabria esperar, en este caso, debido a la adicion de PEG. No
obstante, aunque el valor de r,, las imagenes phantom obtenidas para diferentes
suspensiones acuosas con distinta concentracion de Dy (Fig. 31b), presentan un
oscurecimiento significativo al aumentar la concentracién de NPs, lo cual
indica que las NPs recubiertas con PEG son adecuadas para su uso como

agentes de contraste negativo en MRI a alto campo.
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Figura 31. Representacién de la velocidad de relajacion trasversal (1/T2) en funcion de
la concentracion de Dy®*(a) e imagenes phantom de MRI a 9,4 T obtenidas para
suspensiones acuosas con diferentes concentraciones (MM de Dy?*) de la muestra
DyP57@PAA@PEG.

Para la evaluacion del comportamiento in vivo, se inyectd por via
intravenosa a ratones BALB/c una cierta cantidad de la muestra
DyP57@PAA@PEG suspendida en PBS, correspondiente a una concentracion
de 5 mg Dy/kg animal. Posteriormente se obtuvieron imagenes de resonancia
magnética dindmica ponderada en T, y mapas cuantitativos en T,a un campo
de 9,4 T. Mediante el analisis de las primeras, se obtuvo informacion sobre la
farmacocinética a corto plazo, observandose una rapida captacion hepatica

(higado) y esplénica (bazo), y una despreciable acumulacién en los rifiones
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(Fig. 32). Hay que destacar que la captacion hepética fue notablemente mayor
y mas rapida que la esplénica, lo que concuerda con la farmacocinética de
captacién descrita para otras NPs recubiertas con PEG en el mismo intervalo
de tamafio.® Este comportamiento puede explicarse por una mayor afinidad
endocitica/fagocitica de los nanomateriales por parte de las células de Kupffer

en comparacion con los macréfagos esplénicos.’
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Figura 32. Farmacocinética a corto plazo de las NPs correspondientes a la muestra
Dy57@PAA@PEG inyectadas por via intravenosa (5 mg Dy/kg animal) determinada
mediante MRI dindmica ponderada en T». (a) higado, (b) bazo y (c) rifién. EI musculo
(gris) se representa como referencia en todos los casos.

La farmacocinética se evalu6 a largo plazo (24 h) mediante el analisis
de mapas cuantitativos en T, (Fig. 33a), observandose un drastico incremento
de la velocidad de relajacién transversal, R, (1/T>), en el higado y en el bazo 1
hora después de la inyeccion de las NPs, con AR, de 24 sty 14 s,
respectivamente (Fig. 33b). Después de 24 h, seguia retenida una cierta
cantidad de NPs, tanto en el higado como en el bazo, como evidencian sus
valores de AR, (6,6 s! y 12,3 s?, respectivamente). Por otra parte, la
cuantificacion post-mortem del contenido de las NPs que constituyen la muestra
DyP57@PAA@PEG en extractos tisulares mediante ICP (Fig. 33c) confirmd
los resultados de la resonancia magnética, mostrando altas concentraciones de
Dy en el higado (115 g Dy/ Kg de tejido) y mucho menores en el bazo (29 g
Dy/ Kg de tejido), que correspondian a =23 % y =~0,6 % respecto a la dosis
inyectada, respectivamente. En cuanto a los rifiones, se observé un ligero
decaimiento de T2 (ARz = 4 s%) 1 h después de la inyeccion de NPs, que puede
atribuirse al paso de las NPs restantes por el torrente sanguineo. Como era de

esperar, los valores de T, renales volvieron a la normalidad a las 24 horas, lo
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que concuerda con la ausencia de NPs en el torrente sanguineo a partir de ese

momento.

a

N &
B
-\

Higado

Rifiones

o
IS
)
(2]
-
o
<]
w
S

22 1h
22 24h

o
o

o
o
pppIRAUL SISOP
D] b opadsal AQ %

g de Dy/Kg de tejido

Figura 33. Imégenes representativas de MRI ponderada en T a diferentes tiempos tras
la inyeccién intravenosa de las NPs que constituyen la muestra Dy57@PAA@PEG (5
mg Dy/kg animal) (a). Cambios AR, en higado, bazo, rifién y musculo calculados a
partir de imagenes MRI ponderadas en T, a diferentes tiempos (b). Concentraciones
absolutas y relativas (g de Dy/Kg de tejido y % respecto a la dosis inyectada) en higado
y bazo a las 24 h tras la inyeccion de las NPs. (c).

Asi pues, la evaluacion in vivo de las NPs constituidas por DyPO, y
recubiertas con PAA y PEG demostr que se comportan como un agente de
contraste negativo eficiente para MRI a alto campo y que, segun los estudios
de biodistribucién, el principal mecanismo de eliminacion de estas NPs del
torrente sanguineo serd via hepatobiliar, tal y como se esperaba debido a su

naturaleza nanoparticulada.'’

3.5.4. Histologia
Por ultimo, se llevo a cabo un analisis histolégico de los principales

Organos para evaluar la toxicidad in vivo de las NPs que constituyen la muestra

DyP57@PAA@PEG, ya que como se menciono en la introduccion de esta tesis
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doctoral, es conveniente complementar los resultados obtenidos de los ensayos
in vitro, con esta evaluacion post-mortem. Tal y como puede observarse en la
Fig. 34, los 6rganos analizados (higado, rifién, bazo y pulmdén) presentaban una
arquitectura celular normal, comparable a la de los controles (inyectados con
disolucion salina), sin cambios histopatoldgicos observables que indiquen dafio
tisular.’® Estos resultados junto con los obtenidos de los ensayos citotéxicos,
demuestran que las NPs que constituyen la muestra DyP57 @PAA@PEG son
biocompatibles bajo las condiciones ensayadas y, por lo tanto, pueden usarse

como AC para MRI a alto campo.

Pulm

Y T

Control

) NPs

Figura 34. Tincion H&E de secciones de tejido de higado, rifién, bazo y pulmén
inyectadas con disolucién salina (control) y con las NPs que constituyen la muestra
Dy57@PAA@PEG.

3.6.  Conclusiones

1. Empleando métodos de precipitacion homogénea en medio alcohdlico
se han obtenido particulas uniformes con diferentes morfologias de
DyVO,, NaDy(WOsas),, NaDy(Mo00Os), y DyPO,s cuyo tamafio pudo
ajustarse en el rango nanométrico (< 100 nm).

2. Todas las nanoparticulas cristalizaron con estructura tetragonal, siendo
todas ellas monocristalinas, a excepcion de las basadas en DyVO4, que
presentaban un caracter policristalino.

3. Todas las nanoparticulas pudieron ser funcionalizadas con &cido
poliacrilico mediante procedimientos one-pot (DyVO.y NaDy(WO.),)
0 two steps (DyPO4 y NaDy(Mo0O.),).
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Para todos los sistemas, las nanoparticulas funcionalizadas con acido
poliacrilico presentaron un alto grado de dispersabilidad en medio PBS,
seleccionado como simulador de las condiciones fisioldgicas.

Todas las nanoparticulas estudiadas presentaron elevados valores de
relajatividad transversal a 9,4 T, siendo excepcionalmente alto el
correspondiente a las nanoparticulas de DyPO4 con tamafio de 57 nm
(516 mMs?) que es muy superior a los publicados en la bibliografia
para otros sistemas basados en Dy (100 < r,< 380 mMs?),

Solo las nanoparticulas de DyVO. y las de DyPQO, recubiertas con acido
poliacrilico, resultaron ser estables quimicamente al menos durante 5
semanas de tratamiento en medio PBS a 37 °C.

Las nanoparticulas de DyPO, con mayor relajatividad transversal
pudieron ser recubiertas con polietilenglicol con objeto de mejorar su
tiempo de circulacion sistémica y evitar su eliminacion por el sistema
inmunitario, lo cual es esencial para su empleo en ensayos in vivo.
Dichas nanoparticulas presentaron una toxicidad despreciable para
celulas HFF-1 en concentraciones < 100 pg/ml.

La evaluacion del comportamiento in vivo de las nanoparticulas DyPO4
recubiertas con acido poliacrilico y polietilenglicol demostré que no
producian dafio tisular en los distintos érganos (higado, rifién, bazo y
pulmén), confirmando su alta biocompatibilidad y que eran excelentes
agentes de contraste negativos para la obtencion de imagenes por

resonancia magnética a alto campo.
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CAPITULO IV: AGENTES DE CONTRASTE PARA MRI DUAL T;1-T,

4.1. Introduccion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en relacién con
el desarrollo de sondas multimodales para la obtencién de imagenes mediante
resonancia magnética dual T1-T,, para lo cual se utilizaron iones Dy** como
componentes T e iones Gd*" como componentes T1. Ambos tipos de cationes
fueronincorporados a una matriz de tipo vanadato como prueba de concepto ya
que, como se ha demostrado en el Capitulo 111, las NPs de DyV O, se encuentran
entre las que mayor valor de relajatividad transversal presentan y, ademas,
pueden ser funcionalizadas féacilmente con PAA (para dotarlas de
dispersabilidad) mediante un proceso one-pot.

Hay que sefialar que en la bibliografia se han considerado
mayoritariamente dos tipos de arquitecturas para este tipo de agentes de
contraste duales que consisten en NPs constituidas por una Gnica fase en la que
se incorporan ambos tipos de iones en disolucion sélida (Fig. 1a),%2 o bien, en
arquitecturas nlcleo-corteza.® # En estas Gltimas, el componente T, (Dy®*) se
sitlia en el nucleo y el componente T1 (Gd**) en la corteza (Fig. 1b) para
favorecer su contacto directo con el agua y asi obtener valores de ri mas

elevados (Apéndice I).

\ e @ : .
: c : Ndcleo:
O, o9, :
a o @ : DyVO,
Og 00 g - ./
@ o e !

v’\ Corteza:

GdVO,

Figura 1. lHustracion esquematica de las dos arquitecturas estudiadas en este capitulo
en una NP de vanadato de disprosio y gadolinio coprecipitados en una Unica fase (a) y
en una NP constituida por un nucleo de DyVO, recubierto por una corteza de GdVO4

(b).
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Teniendo en cuenta estas consideraciones se decidi6 abordar un estudio
comparativo de las dos arquitecturas mencionadas anteriormente (Fig. 1) con
objeto de obtener agentes de contraste para MRI dual T:-T, con propiedades

magnéticas optimas.

4.2. Sintesisy caracterizacion

4.2.1. Nanoparticulas de fase Unica

Para sintetizar NPs con iones Gd** e iones Dy®* integrados en una Unica
fase (Fig. 1a), se emple6 un método de precipitacibn homogénea usado
previamente para sintetizar NPs de DyV O, que fue ligeramente modificado. El
procedimiento experimental consiste en el envejecimiento a 120 °C durante 20
h de disoluciones en una mezcla EG/H20O (relacion volumétrica: 3,5:1,5) que
contenian Dy(NQOs); (0,02 M), Gd(NOs)s (0,01 M), PAA (2 mg-mL?) y
NazVO4 (0,1 M).

Las NPs obtenidas presentaron una forma esférica (Fig. 2a) con un

diametro medio de 36 nm (Fig. 2b) y una distribucion de tamaiios estrecha (o
=6, Fig. 2b).

w
o

136 nm
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o
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o

20 40 60 80 100
Diametro (nm)

Figura 2. Micrografia TEM (a) y distribucion del tamafio de particula (b) de las NPs

que contienen Dy®*y Gd®* coprecipitados en forma de disolucién sélida.

o

El diagrama de DRX de estas NPs se ajusto a los patrones de las fases
DyVO, y GdVO4, ambas con estructura tetragonal (Fig. 3), los cuales son casi
indistinguibles dada la similitud de radios idnicos de los dos cationes lantanidos
(1,03 para el Dy** y 1,05 para el Gd**, en coordinacion VI1I1).°
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o

DyVO, PDF: 96-152-6061
GdVO, PDF: 96-152-7825
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Figura 3. Diagrama de DRX de las NPs que contienen Dy**y Gd** coprecipitados en
forma de disolucidn sélida. También se incluyen los patrones de las fases DyVO. (PDF:
01-076-2476) y GdVO4 (PDF: 96-152-7825) tetragonales.

Los mapas de composicion obtenidos mediante EDS (Fig. 4a-c) para
una nanoparticula (Fig. 4d) confirmaron la incorporacion de los iones Dy** y
Gd®" por coprecipitacion en una Unica fase, ya que en ellos se observé una
distribucion homogénea tanto de Dy como de Gd en el interior de la NP, que
también fue detectada mediante en el perfil de composicion mostrado en la Fig.
de.

] Intensidad (u‘.a'.)‘k

20 nm_ 10 20 30 40 50 60

Posicion (nm)

Figura 4. Mapas composicionales (a, b y c¢), micrografia STEM (d) y perfil de
composicion(e) obtenidos mediante EDS tras la coprecipitacion de los iones Gd®* y
Dy3* en NPs de una Unica fase.
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Los analisis mediante ICP indicaron que las NPs contenian un 63,4 %
molar de Dy (relacién molar Dy**/(Dy**+Gd*")) y un 36,5% de Gd (relacién
molar Gd**/ (Dy**+Gd*")) y, por tanto, una relacion molar Dy**/Gd** = 1,6.

Por Gltimo, el espectro FTIR (Fig. 5a) de esta muestra, denominada a
partir de aqui, DyGd, presentdé bandas entre 1600 y 1400 cm™ que son
caracteristicas de los aniones carboxilato procedentes del PAA, confirmando la
incorporacién de este polimero a las NPs durante el proceso de sintesis. La
curva TG obtenida para dichas NPs (Fig. 5b) indicd gue contenian un 4 % en
peso de PAA incorporado, que corresponde a la pérdida de peso detectada en

el rango de temperatura comprendido entre 300 y 800 °C.
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’g COO”
)
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LCJ ~ 96
g 2
e [0
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< 92
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Figura 5. Espectro FTIR (a) y curva TG (b) obtenidos para la muestra DyGd.

4.2.2. Nanoparticulas con arquitectura nucleo-corteza
Siguiendo el procedimiento descrito en la Seccién 3.2.2.1. del Capitulo
I11, se sintetizaron NPs de DyVO. para ser utilizadas como nucleos que serian
recubiertos posteriormente con una corteza de GdVOa. Los nucleos de DyVO,
presentaron una forma esférica (Fig. 6a) y un tamafio medio de 50 nm con una

distribucion de tamanos estrecha, ¢ = 6 (Fig. 6b).
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Figura 6. Micrografias TEM (a) y distribucion del tamafio de particula (b) de las NPs

de DyVOq utilizadas como nucleos. Micrografias TEM (c) y distribucién del tamafio de

particula (d) de las NPs de DyV O, recubiertas con una corteza de GdVOa.

o

Para la deposicion de la corteza de GdVO4 sobre los nicleos de DyV Oy,
se dispersaron 30 mg de estos ultimos en una disolucién que contenia Gd(NOs)3
(0,02 M), NazVO4 (0,1 M) y PAA (4 mg-mL™?) en una mezcla EG/H-O (3,5 mL
de EG + 1,5 mL de H,0). Finalmente, esta dispersion fue envejecida en una
estufa convencional a 120 °C durante 20 h.

Este proceso de recubrimiento dio lugar a NPs esféricas (Fig. 6¢) cuyo
tamafo medio fue superior (55 nm, ¢ = 11, Fig. 6d) al de los nucleos (50 nm, o
= 6, Fig. 6b), lo cual sugiere el éxito del proceso de recubrimiento que fue
corroborado mediante analisis EDS. Asi, tanto los mapas composicionales
obtenidos mediante EDS (Fig. 7a-c) de una unica NP (Fig. 7d) como su
correspondiente perfil (Fig. 7e), claramente indicaron la presencia de Gd®* en

su parte externa, mientras que los iones Dy** se encontraban en su parte central.
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Intensidad (u.a.)

0 20 40 60 80

Posicién (nm)
Figura 7. Mapas composicionales (a, b y c¢), micrografia STEM (d) y perfil de
composicién(e) obtenidos mediante EDS tras el recubrimiento de las NPs de DyVO,
con GdVOsa.

La presencia de la cubierta de GdVO4 no pudo ser detectada mediante
DRX, ya que el difractograma obtenido para las NPs con arquitectura ndcleo-
corteza es consistente tanto con la fase DyVOq tetragonal como con la fase de
GdVO, tetragonal (Fig. 8a), las cuales son dificilmente distinguibles mediante

esta técnica, como se ha mencionado anteriormente.

La composicién cuantitativa de estas NPs nlcleo-corteza obtenida
mediante analisis ICP reveld que el contenido en Dy y Gd (relaciones molares
Dy*/(Dy**+Gd**) o Gd*/(Dy**+Gd*)) era del 63,7 % y 36,4 %,
respectivamente, lo cual indica una relacién molar Dy**/Gd** = 1,6, muy similar
a la obtenida para la arquitectura de fase Unica. Ello permite comparar y evaluar

las relajatividades magnéticas de ambos tipos de NPs.
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DyVvO, PDF: 01-076-2476
GdVO, PDF: 96-152-7825
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20 40 60
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Figura 8. Diagrama de DRX de las NPs de DyVOs tras su recubrimiento con GdVOs.
También se incluyen los patrones de las fases DyVO, (PDF: 01-076-2476) y GdVO,
(PDF: 96-152-7825) tetragonales.

Finalmente, la presencia de moléculas de PAA sobre la superficie de
las NPs fue confirmada mediante espectroscopia FTIR. Asi, en el espectro de
esta muestra se observaron las bandas caracteristicas de los grupos carboxilatos
del PAA en el rango 1600-1400 cm™ (Fig. 7b). La cantidad de polimero
incorporada fue del 4,6 % en peso, de acuerdo con la pérdida de masa detectada
en el rango 300-800 °C determinada a partir de la curva TG (Fig. 7c). En
adelante, esta muestra constituida por NPs de DyVO, recubiertas por una
corteza de GdVO, se denominara Dy@Gd.
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Figura 9. Espectro FTIR (a) y curva TG (b) de las NPs de DyV O, tras su recubrimiento
con GdVOa.
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4.3. Relajatividades magnéticas

Las relajatividades magnéticas medidas a 9,4 T para las arquitecturas
ensayadas se presentan en la Fig. 10. En ella puede observarse en primer lugar
que los valores de r; obtenidos para ambas arquitecturas son muy similares
(0,663 mM1s™para la muestra DyGd y 0,707 mM-1s? para la muestra Dy@Gd).
Por otra parte, el valor de r, obtenido para la muestra DyGd constituida por las
NPs formadas por una Unica fase es inferior (258,0 mM-1s) que para la muestra
Dy@Gd constituida por las NPs con arquitectura nlcleo-corteza (454,06 mM-
s1), lo cual podria atribuirse al mayor tamafio de particula de esta Gltima
(Apéndice ).

Hay que resaltar que la efectividad de un AC para MRI dual T1-T, depende
no sélo de los valores de riy r, sino también de la relacion ra/ri. Asi, esta
magnitud debe presentar valores proximos a 1 para los ACs T1,%® superiores a
10 para los ACs T, 1% e intermedias entre 1 y 10 para los ACs T1-T».® Para las
NPs de este estudio, el valor del cociente r2/r1 es muy superior a 10, tanto para
la muestra DyGd (389) como para la muestra Dy@Gd (642), lo cual indica que
ninguna de ellas es apropiada para la obtencién de imagenes mediante MRI
dual T1-To.

1 250
* DyGd a ° DyGd ’ b
s | ° Dy@Gd
Dy@Gd y=0,707x+0,324 200 y=454,06x-4,93
40,75 R?=0,971 4> 150, R'=0,995
) 3 =
= y=0,663x0,321 | ='100
< s R?=0,969 = y=258,00x-1,78
d 501 R?=0,998
? T 01 T i
0 0,5 1 0 0,5 1
[Dy3*+Gd®] (mM) [Dy**+Gd**] (mM)

Figura 10. Velocidad de relajacion longitudinal (a) y transversal (b) frente a la
concentracion de (Dy**+Gd®") obtenidas a 9,4 T para las muestras DyGd (azul) y
Dy@Gd (rojo).

Dado que la mayor parte de los escaneres clinicos usados para humanos

funcionan a campos magnéticos < 3 T, se decidio llevar a cabo un estudio de
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las relajatividades a 1,44 T, para asi evaluar la potencialidad de las arquitecturas

desarrolladas como ACs para MRI dual T1-Tzen estas condiciones.

° DyGd a 12 ° DyGd b
2] ° Dy@Gd - Dy@Gd
o y=1,558x+0,219 o y=10,248x+0,377 /
& A 2_
— R?=0,985 N R?=0,999
— ? o
=1 =
— — 44 y=5,394x+0,423
y=0,937x+0,324 R?=0,999
Y 2
R?=0,922 0.
01— : : : :
0 1 0 1

0,5 0,5
[Dy**+Gd*'] (mM) [Dy**+Gd*'] (mM)
Figura 11. Velocidad de relajacion longitudinal (a) y transversal (b) frente a la
concentracion de (Dy**+Gd®") obtenidas a 1,44 T para las muestras DyGd (azul) y
Dy@Gd (rojo).

En la Fig 11a se puede observar que, en estas condiciones, los valores
de r, aumentaron (0,937 mM-1s? para la muestra DyGd y 1,558 mM1s™ para la
muestra Dy@Gd) y los valores de r. disminuyeron (5,394 mM-s? para la
muestra DyGd y 10,248 mMs? para la muestra Dy@Gd) respecto a los
resultados obtenidos a 9,4 T. Este comportamiento se ajusta al predicho por las
ecuaciones de Solomon-Bloembergen-Morgan y por la teoria mecano-cuantica

que explican el valor de r1 y r2, respectivamente (Apéndice I).

En dicha figura también se observa que los valores de, tanto de r. como
de r,, de la muestra con arquitectura nicleo-corteza (Dy@Gd) eran superiores
(1,558 y 10,248 mM-1s?, respectivamente) a los de la muestra DyGd obtenida
por coprecipitacion (0,937 y 5,394 mM-s?, respectivamente). Para explicar
estas diferencias de relajatividad es necesario considerar que, la mayor
contribucion a ry viene dada por los iones Gd** que presentan un momento
angular de espin (7/2) mayor que el Dy*" (5/2), mientras que la mayor
contribucion a r, viene dada por los iones Dy**, ya que presentan un momento
magnético (10,65 puB) mayor que el que poseen los iones Gd** (7,29 uB)
(Apéndice 1). Por tanto, el mayor valor de r, que presentaron las NPs con

arquitectura nucleo-corteza puede deberse al mayor tamafio de sus ndcleos (50
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nm) en los que se encuentran los iones Dy** en comparacion al tamafio inferior
(36 nm) que presentan las NPs que incorporan Dy*" y Gd** en una Unica fase,
ya que seguln la teoria mecano-cuantica de la relajatividad, r. debe aumentar al
aumentar el tamafio de particula (Apéndice I). Por otra parte, el mayor valor de
r. que presentan las NPs con arquitectura nicleo-corteza debe atribuirse, al
menos en parte, a la localizacién de los iones Gd** en la corteza, ya que, en
estas condiciones, el nimero de iones Gd** en contacto directo con el agua
circundante seria mayor, lo cual aumenta el valor de r; segun predicen las
ecuaciones de Solomon-Bloembergen-Morgan (Apéndice I). Adicionalmente,
hay que tener en cuenta que cuando los iones Dy®* y Gd** estan localizados en
posiciones proximas de la matriz en la que se incorporan, la nube de electrones
de los iones Gd**, que presenta una polarizabilidad mayor que la de los iones
Dy?*, puede distorsionarse por el acoplamiento con la nube de electrones de los
iones Dy**. En consecuencia, el estado isétropo de los iones Gd** se vuelve
anisétropo, surgiendo la interaccion espin-orbital que conduce a una
disminucion del tiempo de relajacion del espin longitudinal de los electrones
(ver T1e en Apéndice 1) y, por lo tanto, a una disminucion de r..* Por tanto, la
separacion de los iones Dy** e iones Gd** en la arquitectura nlcleo-corteza,
minimiza las interferencias magnéticas entre ambos tipos de iones (Gd**, T1 y

Dy*', T,) lo cual también conduce a un mayor valor de ri.

Independientemente de su arquitectura, el cociente ra/r1 (= 6) de las
muestras ensayadas, obtenido a partir de los valores de ri y r. arriba
comentados, se encuentra comprendido en el rango requerido (1 < ro/r1 < 10)
para ser empleadas como agentes de contraste para MRI dual Ti-T,. No
obstante, la muestra Dy@Gd presentd valores més elevados de relajatividad
(tanto longitudinal como transversal), por lo que se concluye que las NPs de
DyVO: recubiertas con una corteza de GdVO,, son mas apropiadas para ser
empleadas como ACs T1-T,a 1,44 T. Para evaluar la idoneidad de esta muestra
para dicha aplicacion se llevaron a cabo los estudios de dispersabilidad, de

estabilidad quimica y de viabilidad celular que se presentan a continuacién. Hay
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que sefialar que, en este caso, no se pudieron llevar a cabo estudios in vivo
debido a la falta de disponibilidad de un equipo de MRI a bajo campo (1,44 T)

para estudios preclinicos en animales.

4.4. Dispersabilidad

La dispersabilidad de las NPs que constituyen la muestra Dy@Gd se
evalu6 para suspensiones de estas NPs en agua y PBS (pH = 7,4). En la Fig. 12
se presentan las curvas de DLS junto con los valores de Dh obtenidos para estas
suspensiones. Como puede observarse, en PBS se obtuvo un valor de Dh similar
(106 nm) al de la suspension en agua (105 nm) siendo ambos valores algo mas
elevados que el tamafio medio obtenido a partir de las micrografias TEM (55
nm), pero suficientemente pequefios para descartar una agregacion
significativa. Por consiguiente, puede considerarse que estas NPs que
constituyen la muestra Dy@Gd son dispersables tanto en agua como en un
simulador de las condiciones fisiologicas, tal como se requiere para las
aplicaciones in vivo. Esta dispersabilidad puede atribuirse a la presencia de las
moléculas de PAA en la superficie de las NPs como se ha discutido en el
Capitulo I1l para los ACs para MRI a alto campo.

—— Agua (105 nm)
—— PBS (106 nm)

Intensidad (u.a.)

10 100 1000
Diametro hidrodinamico (nm)

IR

Figura 12. Curva DLS y valor de Dh obtenido para suspensiones de las NPs que
constituyen la muestra Dy@Gd en agua (gris) y PBS (rojo).
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4.5. Estabilidad quimica

En la Fig. 13 se presentan las micrografias TEM obtenidas antes y
después de envejecer durante 1, 21 y 35 dias una dispersion de las NPs que
constituyen la muestra Dy@Gd en PBS a 37 °C. Como puede observarse, no se
produjeron cambios sustanciales en la forma de las NPs ni en su tamafio (Tabla
1), incluso tras 35 dias de tratamiento, lo que indica que la estabilidad quimica

de las mismas es elevada.

Figura 13. Micrografias TEM obtenidas para la muestra Dy@Gd tras tratarlas durante
1 dia (a), 21 dias (b) y 35 dias (c) en PBS a 37 °C.

Este resultado fue confirmado mediante analisis por ICP (Tabla 1) del
sobrenadante obtenido por centrifugacion de dichas dispersiones tras los
tiempos de tratamiento indicados, ya que en dichos sobrenadantes se detectaron
unos contenidos en vanadio inferiores al 3,5 % del contenido inicial, lo que
indica la escasa disolucién de las NPs en PBS vy, por tanto, su potencialidad

para ser utilizadas en biomedicina.

Tabla 1. Didmetro medio obtenido a partir de micrografias TEM y % de vanadio
presente en el sobrenadante obtenido mediante ICP tras tratar y centrifugar una
dispersion de Dy@Gd en PBS a 37 °C durante 1, 21 y 35 dias.

Tiempo (dias) Tamafio medio (nm) Vanadio liberado (%)

1 57 2,9
21 56 3,0
35 58 3,3
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4.6. Viabilidad celular

La viabilidad celular de la muestra Dy@Gd se evalud en primer lugar
mediante el ensayo vivo-muerto empleando la linea celular HFF-1. Las células
incubadas en presencia de NPs (100 pg/mL Dy**+Gd*") conservaron su
caracteristica forma elipsoidal, sin mostrar cambios morfoldgicos (Fig. 14a-c).
Ademas, no se produjo una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05)
en el numero total de células (Fig. 14d) para concentraciones <50 pg/mL
(Dy*+Gd*") indicando la ausencia de necrosis celular. También, se descartaron
procesos de apoptosis celular, puesto que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre el porcentaje de células muertas
cuando se exponen a las concentraciones de Dy**+Gd*" anteriormente
mencionadas y el correspondiente al control negativo (muerte celular) (Fig.
14e).

En segundo lugar, se llevé a cabo un ensayo MTT que reveld que para
concentraciones de NPs<50 pug/mL de Dy**+Gd*", la supervivencia celular era
superior al 70 % (Fig. 14f) que es el limite por debajo del cual se considera que
las NPs son potencialmente citotoxicas (norma UNE-EN 1SO 10993-5:2009).1
Por tanto, estos resultados indican que las NPs de DyV O, recubiertas con una
corteza de GdVO4 cumplen el criterio de viabilidad celular requerido para

aplicaciones de bioimagen.
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Figura 14. Ensayos de citotoxicidad para la muestra Dy@Gd: Imagenes de microscopia
oOptica de fibroblastos HFF-1 resultantes de la fusién de imagenes de campo claro (gris),
con tincion DAPI (azul) y tincion TO-PRO-3 (rojo): a) control negativo, b) control
positivo, c¢) células expuestas a 100 pg/ml de Dy**+Gd*'. La barra de escala
corresponde a 50 pum. Numero total de células por pocillo (d), porcentaje de células
muertas (€) y ensayo MTT (f) de células expuestas a concentraciones crecientes de NPs.
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Conclusiones

Mediante métodos de precipitacion homogénea en medio poliol, se han
sintetizado nanoparticulas uniformes con tamafio medio de 36 nm
basadas en vanadato de Dy** y Gd** ambos incorporados mediante
coprecipitacién en una Unica fase, y también, nanoparticulas con un
tamafio medio de 55 nmy una arquitectura nucleo-corteza en las que el
nucleo estaba constituido por DyVO, y la corteza por GdVO4. Ambos
tipos de nanoparticulas presentaban una estructura cristalina tetragonal
y pudieron ser funcionalizadas con &cido poliacrilico en el mismo
proceso de sintesis.

Ambos tipos de nanoparticulas presentan una relacion ro/r1= 6, a campo
bajo magnético (1,44 T) y, por tanto, comprendida en el rango
requerido (1 < r2/r1 < 10) para su uso como de agentes de contraste para
MRI T1-T.. No obstante, gracias a la separacion espacial de los iones
Dy*" y Gd*, los valores de relajatividad de las nanoparticulas nlcleo-
corteza son superiores, por lo que dicha arquitectura es mas adecuada
para este tipo de agentes de contraste.

Las nanoparticulas nlcleo-corteza pueden dispersarse facilmente, tanto
en agua como en PBS.

Las nanoparticulas nucleo-corteza presentan una alta estabilidad
guimica cuando se suspenden en PBS a 37 °C, al menos, durante 35
dias.

Las nanoparticulas nicleo-corteza no presentaron toxicidad apreciable
para la linea celular de fibroblastos humanos HFF-1 a una
concentracion de (Dy**+ Gd**) < 50 ug/mL.

Por su tamafio, dispersabilidad y estabilidad quimica en medio
fisiologico, viabilidad celular y valores de relajatividad, las
nanoparticulas de DyVO, recubiertas con una corteza de GdVO.y
funcionalizadas con acido poliacrilico son adecuadas para su uso como

de agentes de contraste para MRI T1-To.
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CAPITULO V: SONDAS BIMODALES PARA MRI A ALTO CAMPO Y NIR

5.1. Introduccion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos sobre el
desarrollo de sondas multimodales para la obtencion de imagenes mediante
MRI a alto campo basadas en Dy** y mediante luminiscencia en el NIR usando
cationes Nd*" como centros emisores. Hay que mencionar que, para obtener una
luminiscencia intensa, los cationes Nd** deben diluirse en una matriz huésped
mediante dopado para evitar el conocido proceso de desactivacion de
luminiscencia por concentracion.! En este estudio se ha usado un nivel de
dopado = 2% (molar), ya que, segun se ha reportado para NPs de diversa
composicion dopadas con este cation, con esta concentracion de Nd** se

consigue una luminiscencia éptima. #*

En la bibliografia pueden encontrarse diversas sondas multimodales en
las que se combina el uso de dichos cationes en matrices tipo fluoruro,>® las
cuales no son las mas adecuadas para su empleo en biomedicina por su
solubilidad en medio acuoso y su consiguiente efecto toxico ya discutido en la
Seccién 1.2.1. del Capitulo I. Por ello, en este estudio se ha propuesto como
alternativa el empleo de una matriz de vanadato que, como se ha demostrado
en la Seccién 3.4. del Capitulo Ill, es mas estable quimicamente que los
fluoruros presentando, ademas, las NPs de DyVO. desarrolladas valores muy
altos de relajatividad transversal a alto campo. Una ventaja adicional de esta
eleccion es la simplicidad del procedimiento de sintesis y funcionalizacién con

PAA de dichas NPs mediante un proceso one-pot.

La arquitectura mas simple para este tipo de sondas consiste en
incorporar los iones Nd** en forma de disolucién sélida a NPs de DyVO, por
dopado (Fig. 1a). No obstante, se ha reportado que cuando los cationes Nd**y
Dy?** estan localizados en posiciones cercanas de la red cristalina en la que estan
incorporados, una vez excitados los primeros, puede producirse una
transferencia de energia desde estos a los cationes Dy*" que resultaria en una
desactivacion de la luminiscencia del Nd**.” Cuando esto sucede, pueden

disefiarse arquitecturas basadas en NPs nucleo-corteza en la que los iones
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emisores (Nd*") y los iones desactivadores (Dy®*) se incorporan separadamente,
bien en el nucleo o en la corteza (Fig. 1b y ¢), lo cual minimizaria dicho proceso
de desactivacion.” Hay que hacer notar, ademas, que la separacion entre ambos
tipos de cationes (Dy** y Nd*") podria aumentarse alin mas introduciendo una
capa inactiva entre las dos fases activas (magnética y luminiscente) localizadas

en el nicleo y la corteza (Fig. 1d y €).8

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se decidi6é abordar en este
estudio todas las arquitecturas mencionadas anteriormente (Fig. 1) con objeto
de obtener sondas bimodales con propiedades luminiscentes éptimas. En las
arquitecturas nucleo-corteza, se eligio6 LavVOs como matriz huésped para
albergar a los iones Nd®*, ya que se trata de una matriz similar en composicion
a la del componente magnético (DyVOys) vy, ademas, el La®** presenta un radio
ionico (1,3 A en coordinacion VIII® proximo al del Nd** (1,25 A en
coordinacion V1I1),° lo cual facilita el proceso de dopado. Como capa inactiva,
se empleé LaVOs sin dopar, también por un motivo de similitud en

composicidn con la fase corteza.

Corteza:
LaVO,
dopado con

NdSﬁ

b d Nicleo: LaVO,
Nicleo: LaVO, dopado con
/ dopado con / Nd3*
3+
a Nd Corteza
. s e—— inactiva:
m ~— Corteza: LaVO,
, DyVO, ¢
o
\_’ J \ ¢ ‘\ Corteza:
- DyVO,
?a
Q y ) C T
@ Nicleo: DyVO,
Nicleo: DyVO,
Corteza
inactiva:

LaVO,
\ Corteza:
LaVO,

dopado con

Nd31

Figura 1. Esquema ilustrativo de las distintas arquitecturas propuestas: a) NPs de
DyVO, dopado con Nd**, b) NPs de LaVO4 dopado con Nd®* recubiertas con DyVOy,
c) NPs de DyVOy recubiertas con LaVO4 dopado con Nd®*, d) NPs de LaVO, dopado
con Nd** recubiertas con una primera capa de LaVO,y una segunda de DyVO, y €)
NPs de DyV O, recubiertas con una primera capa de LaVO, y una segunda de LaVO,
dopado con Nd®*.
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5.2. Sintesis y caracterizacion

5.2.1. Nanoparticulas de DyVO4 dopado con Nd3*

La sintesis de NPs uniformes de fase tnica de DyVO, dopado con Nd**
(Fig. 1a), se llevé a cabo utilizando el protocolo descrito en la Seccién 3.2.2.
del Capitulo Il para el caso de las NPs de vanadato de disprosio, pero
introduciendo Nd(OAc)s (4-10* M) (Nd*/(Dy*+Nd*) = 2%) junto con el
precursor de Dy* en la disolucion de partida y, manteniendo constante la
concentracion total de cationes lantanidos (0,02 M).
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Figura 2. Micrografia TEM (a), histograma de tamafio de particula (b), curva DLS y
diametro hidrodinamico medidos en suspension acuosa (c) y diagrama de DRX (d) de
la muestra constituida por NPs de DyVO, dopado con Nd**. En (d) también se incluye
el patron de la fase tetragonal de DyVO,4 (PDF: 01-076-2476).

En la Fig. 2a se ilustran las NPs obtenidas, las cuales presentaban una
forma esférica y un didmetro medio de 54 nm con una distribucion de tamafios
estrecha (o = 7) (Fig. 2b). Este valor de diametro medio era solo ligeramente
inferior al valor de Dh (77 nm) de estas NPs en suspension acuosa a pH nativo

(7,4) (Fig. 2c), lo cual indica ausencia de agregacion. En la Fig. 2d se presenta
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el diagrama de DRX obtenido para esta muestra, el cual es compatible con el
patrén correspondiente a la fase tetragonal del DyVO, (PDF: 01-071-0845).

Por ultimo, mediante analisis ICP, se confirmd la incorporacién de los
cationes Nd** a las particulas de DyVOs, ya que la relacion molar Nd®*/(Nd**+
Dy*") obtenida (2,6 %) era similar al valor nominal (2 %). En adelante, esta

muestra se denominara Nd:DyVO..

5.2.2. Nanoparticulas con arquitectura nucleo-corteza
Nanoparticulas de LaVO,4 dopado con Nd** y recubiertas con una corteza
de DyVO.. En primer lugar, se procedi6 a sintetizar los nlcleos de LaVOq
dopado con Nd**. Para ello, se utiliz6 un método de reaccién de precipitacion
homogénea previamente reportado®® que implicaba el envejecimiento a 120 °C
durante 20 h de disoluciones que contenian La(NOs)s; (0,0098 M), Nd(NO3);
(2:10* M) (Nd*/(La**+Nd*") = 2%), PAA (6 mg-mL?) y NasVOs (0,1 M),
utilizando como disolvente una mezcla constituida por 3,5 mL de EGy 1,5 mL
de H,O.

En la Fig. 3a y b puede observarse que las NPs obtenidas presentaban
una forma ovoidal y un tamaifio medio de 73 (¢ = 13) x 49 (6 = 9) nm. El valor
de Dh de estas NPs en suspension acuosa a pH nativo (6,4) era similar (80 nm)
(Fig. 3c) a dicho tamafio medio, indicando su carécter disperso. En la Fig. 3d
se presenta el diagrama de difraccion de rayos X de esta muestra que consiste
en un conjunto de reflexiones compatibles con el patron correspondiente a la
fase monoclinica de LaVO, (PDF: 00-050-0367).
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Figura 3. Micrografia TEM (a), histograma de tamafio de particula (b), curva DLS y
didmetro hidrodinamico medidos en suspension acuosa (c¢) y diagrama de DRX (d) de
la muestra constituida por NPs de LaVO,4 dopado con Nd®*. En (d) también se incluye
el patron de la fase monoclinica de LaVO,4 (PDF: 00-050-0367).

Estas NPs presentaron un contenido en Nd** (relacion molar
Nd*/(Nd**+La%*") = 2,5 %) similar al valor nominal (2 %), seguin se determind
mediante ICP, confirmando la incorporacion cuantitativa de los cationes

dopantes a las NPs. A partir de aqui, esta muestra se denominara Nd:LaVO,.

Para el proceso de recubrimiento con una corteza de DyVOs, 15 mg de
las NPs que constituian la muestra Nd:LaVO4 se dispersaron en una disolucion
que contenia Dy(OAc)s (0,02 M), NazVOs (0,1 M) y PAA (2 mg-mL™)
utilizando como disolvente una mezcla constituida por 3,5 mL de EGy 1,5 mL
de H:O. La dispersion resultante se envejecié en un horno convencional
precalentado a 120 °C durante 20 h.

Este método de recubrimiento dio lugar a NPs con forma similar a las
del material del nucleo (Fig. 4a) con un eje corto medio también similar (52
nm) pero un eje largo medio ligeramente mas corto (66 nm) siendo la

distribucion de tamaios estrecha (¢ = 10 para eje corto y ¢ = 14 para el eje
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largo) (Fig. 4b). Por otra parte, las NPs en suspension acuosa (pH = 6,1)
exhibian un valor de Dh (Fig. 4c) similar (85 nm) a su tamafio medio, lo que

indica un alto grado de dispersién de las mismas.

La precipitacion de la fase DyVO, fue confirmada mediante el
diagrama de DRX de las NPs obtenidas tras el proceso de recubrimiento, en el
cual se observaban las reflexiones del DyVO, tetragonal junto con las del

LaVO4 monoclinico correspondientes a los nucleos (Fig. 4d).
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Figura 4. Micrografia TEM (a), histograma de tamafio de particula (b), curva DLS y
didmetro hidrodinamico medidos en suspension acuosa (c¢) y diagrama de DRX (d) de
la muestra obtenida tras el proceso de recubrimiento de NPs de LaVO4 dopado con
Nd3* con una corteza de DyVO, En (d) también se incluyen los patrones de la fase
tetragonal de DyVO, (PDF:01-076-2476) y de la fase monoclinica de LaVO, (PDF:
00-050-0367).

No obstante, los mapas de composicion obtenidos por EDS para esta
muestra (Fig. 5) revelaron claramente la presencia de dos tipos de NPs, unas
que contenian sélo cationes Dy** y otras que contenian cationes Dy®* y La®".
Esta observacion indica que, ademas de la precipitacion de la corteza de DyVO4
sobre los nucleos de Nd:LaVO, deseada, se produjo un proceso de nucleacién

homogénea de DyVO,. Este comportamiento podria deberse a las diferentes
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estructuras cristalinas de las dos fases implicadas (LaVOs monoclinico y
DyVO, tetragonal) que dificultaria el proceso de nucleacion heterogénea de la
fase corteza sobre la superficie de los nicleos.*? Por tanto, esta arquitectura se

descartd para estudios posteriores y se abordo la arquitectura opuesta, es decir,

la constituida por NPs de DyVO, recubiertas con LaVO, dopado con Nd** (Fig.

1c).

Figura 5. Micrografia STEM (parte superior izquierda) y mapas composicionales
obtenidos mediante EDS de Lay Dy tras el recubrimiento de las NPs de LaVO,4 dopado
con Nd** con DyVO,.

Nanoparticulas de DyVO, recubiertas con una corteza de LaVO,dopado
con Nd** Siguiendo el procedimiento descrito en la Seccién 3.2.2. del Capitulo
I11, se sintetizaron NPs de DyVO4 con forma esférica y tamafio de 67 nm para
ser utilizadas como nucleos en la sintesis de NPs con arquitectura ndcleo-
corteza (Fig. 1c). Para su recubrimiento con LaVO, dopado con Nd*, se
dispersaron 15 mg de estos nucleos en una disolucién que contenia La(NOs)s
(0,0098 M), Nd(NOs)s (2:10* M) (Nd**/(La®*+Nd**) = 2%), NazVO4 (0,1 M) y
PAA (6 mg-mL?) utilizando como disolvente una mezcla constituida por 3,5
mL de EGy 1,5 mL de H-O. La dispersion resultante se envejecio en un horno

convencional precalentado a 120 °C durante 20 h.
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Este proceso de recubrimiento dio lugar a NPs con forma ovoidal (Fig.
6a) y, por tanto, distinta a la esférica de los nicleos de partida, y con un mayor
tamafio (eje mas largo = 81 nm, 6 = 11, y eje mas corto = 57 nm, ¢ = 8) (Fig.
6b). Este tamafio era muy similar al valor del Dh (85 nm) de las NPs en

suspensién acuosa (pH nativo = 6,2) (Fig. 6¢) indicando la ausencia de

agregacion.
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Figura 6. Micrografia TEM (a), histograma de tamafio de particula (b), curva DLS y
diametro hidrodinamico medidos en suspension acuosa (c) y diagrama de DRX (d) de
la muestra constituida por NPs de DyV O, recubiertas con una corteza de LaVO4dopado
con Nd**, En (d) también se incluyen los patrones de la fase tetragonal de DyVO, (PDF:
01-076-2476) y de la fase tetragonal de LaVO4 (PDF: 00-032-0504).

El aumento de tamafio observado sugiere el éxito del proceso de
recubrimiento que fue confirmado mediante mapas EDS de composicién. Asi,
los mapas obtenidos para todas las particulas indicaron claramente que el Dy
se localizaba en el nucleo de las NPs y el La en la capa externa, como se ilustra
en la Fig. 7 para el caso de una de dichas particulas.
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Figura 7. Micrografia STEM (parte superior izquierda) y mapas composicionales de La
y Dy obtenidos mediante EDS tras el recubrimiento de las NPs de DyVO4 con LaVO4
dopado con Nd®*.

En este caso, el diagrama de DRX de la muestra recubierta presentaba
las reflexiones correspondientes a los nucleos de DyVO, tetragonal junto con
otras consistentes con LaVO, con una estructura tetragonal (Fig. 6d) diferente
de la fase monoclinica observada para las NPs utilizadas como nucleos en la
arquitectura descrita anteriormente. Debe tenerse en cuenta que, aunque la
estructura monoclinica es la mas comin del LaVO,, también puede precipitar
LaVO, tetragonal bajo ciertas condiciones experimentales.*® Por tanto, para las
NPs sintetizadas, los resultados apuntan a que la fase tetragonal de los nicleos
de DyVO4 promovio la cristalizacion de Nd:LaV O, tetragonal, en lugar de la
fase monoclinica, favoreciendo esta similitud de estructuras cristalinas la

nucleacion heterogénea de Nd:LaV O, sobre los nlcleos de DyVO..

Finalmente, mediante ICP se determind la composicién quimica de
estas NPs, obteniéndose una relacién molar Dy3*/La** muy similar (1,03) a la
relacion nominal (Dy®**/La® = 1) indicando la precipitacion estequiométrica de
la fase corteza. Por otro lado, el contenido en Nd** era también similar
(Nd**/(La**+Nd**) = 2,6 %) al contenido nominal (Nd**/(La3*+Nd3*) = 2 %),

confirmando la incorporacién de los cationes Nd** a la red de LaVO.. En
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adelante, esta muestra constituida por NPs de DyV O, recubiertas de una capa
de LaVO, dopado con Nd**, se denominara Dy@Nd:La.

Nanoparticulas de DyVO, recubiertas con corteza inactiva de LaVOas Yy una
corteza exterior de LaVO, dopada con Nd**. Para incorporar una corteza
intermedia inactiva de LaVOs en la arquitectura nlcleo-corteza anteriormente
descrita (Dy@Nd:La), las NPs de DyV O, se recubrieron en primer lugar con
una capa de LaV O, siguiendo el protocolo utilizado para la sintesis de dicha
muestra descrito en la seccion anterior, pero en ausencia de cationes Nd*'.
Posteriormente, las NPs resultantes (30 mg) se dispersaron en una disolucién
que contenia La(NOs)s (0,0098 M), Nd(NOs)s (2:10* M) (relacion molar
Nd**/(La**+Nd*") = 2%), NasVO4 (0,1 M) y PAA (6 mg-mL1) utilizando como
disolvente una mezcla constituida por 3,5 mL de EG y 1,5 mL de HO. La
dispersion resultante se envejecio en un horno convencional precalentado a 120
°C durante 20 h.

Las NPs obtenidas tras los dos procesos de recubrimiento consecutivos
tenian una forma similar (Fig. 8a) a la de la muestra con una Unica corteza
(Dy@Nd:La), pero con un tamafio medio (eje largo de 92, 6 = 9, y eje corto de
62 nm, ¢ = 8) (Fig. 8b) y un valor de Dh en medio acuoso (110 nm a pH = 6,4)
(Fig. 8c) superiores. Este aumento de tamafio sugiere la presencia de la capa
intermedia, que también fue observada mediante DRX (Fig. 8d) dado que la
intensidad de las reflexiones de LaVOs en la muestra con la doble corteza fue
mayor que en la muestra sin la capa intermedia de LaVO.. De acuerdo con esta
observacion, la relacion molar Dy*/La®* obtenida mediante ICP fue
notablemente inferior (0,60) a la obtenida para las NPs con una Unica corteza
(1) indicando una mayor cantidad de fase LaVOi. Respecto al contenido en
Nd**, mediante andlisis por ICP se obtuvo una relacion Nd**/(La**+Nd*") = 1,4
%, que es inferior a la determinada para la muestra con una Unica corteza
(muestra Dy@Nd:La) (Nd®*/(La**+Nd*") = 2,6 %), a pesar de que el contenido
nominal en la corteza luminiscente era similar en ambos tipos de NPs (2 %).

Ello se explica porque a la cantidad de La obtenida en la muestra con doble
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corteza contribuye tanto el La®* procedente de la capa intermedia inactiva como
de la capa més externa luminiscente.
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Figura 8. Micrografia TEM (a), histograma de tamafio de particula (b), curva DLS y
didmetro hidrodinamico medidos en suspension acuosa (¢) y diagrama de DRX (d) de
la muestra constituida por NPs de DyVO, recubiertas con una primera corteza de
LaVO.y posteriormente con otra corteza de LaVO,4 dopada con Nd3* En (d) también
se incluyen los patrones la fase tetragonal de DyVO4 (PDF:01-076-2476) y de la fase
tetragonal de LaVO,. (PDF: 00-032-0504).

Finalmente, los mapas de composicion por EDS obtenidos confirmaron
la formacion de la arquitectura nicleo-corteza, puesto que mostraron
claramente que el Dy se localizaba en el ndcleo y el La en las capas externas.

(Fig. 9).

A partir de aqui, la muestra constituida por NPs de DyV O, recubiertas
con una doble corteza de LaVO, (estando dopada la capa mas externa con iones
Nd*") se denominara Dy@La@Nd:La.
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Figura 9. MicrograSTEI\/I (parte superior izqda) y mapas composicionales de La y Dy
obtenidos mediante EDS tras el recubrimiento de las NPs de DyVO4 con una corteza inactiva de
LaVOs y una corteza exterior de LaVOa dopado con Nd3*.
5.3. Propiedades luminiscentes

Con objeto de analizar el efecto de las diferentes arquitecturas
sintetizadas sobre las propiedades luminiscentes de las NPs nlcleo-corteza, se
registré en primer lugar, el espectro de emisién de la muestra Nd:DyVO4
usando una longitud de onda de excitacion de 806 nm que corresponde a la
excitacion optima de este sistema.* Tal y como puede observase en la Fig. 10,
no se obtuvo una emision luminiscente apreciable. Ello se explicaria por la
presencia de procesos de desactivacion de la luminiscencia de los cationes Nd**
producida como consecuencia de la transferencia de energia entre los iones
Nd* (en estado excitado) y Dy*" (proceso de relajaciéon cruzada) que se
encuentran situados en posiciones cercanas de la red cristalina del DyVO4."®
Por tanto, esta arquitectura no es adecuada para la obtencion de NPs con

funcionalidad luminiscente.
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Figura 10. Espectro de emision de las NPs que constituyen la muestra Nd:DyVO,
obtenido mediante excitacion con una Aexc = 806 nm.

A continuaciéon se analizaron comparativamente las propiedades
luminiscentes correspondientes a las muestras Dy@Nd:La y Dy@La@Nd:La
para dilucidar el papel desempefiado por la capa intermedia de LaVO, en la

intensidad de la luminiscencia.

La Fig. 11a presenta el espectro de excitacion de la muestra Dy@Nd:La
obtenido en la region NIR al monitorizar la emision caracteristica del Nd** a
Aem = 877 nm. En dicho espectro se observan varios conjuntos de bandas
estrechas correspondientes a la excitacion directa de los iones Nd** desde el
nivel fundamental “lg», a estados excitados superiores.’* El espectro de
excitacion de la muestra Dy@La@Nd:La es cualitativamente idéntico al
obtenido para la muestra Dy@Nd:La. En estos espectros se confirma que la
banda de excitacion mas intensa aparece a una longitud de onda de 806 nm que

corresponde a la transicion *lo;, > *Fsj2, 2Her2 del Nd3*.

El espectro de emision de la muestra sin capa intermedia de LaVO4
(Dy@Nd:La) registrado excitando a dicha longitud de onda (Fig. 11a, linea
azul) exhibia tres conjuntos de bandas correspondientes a las transiciones
electronicas desde el nivel de energia *Fs. del Nd*" a estados energéticos
inferiores, indicadas en la Figura 11a. Este perfil de emision coincide con el

descrito en la bibliografia para LaVO. dopado con Nd**.%
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Figura 11. a) Espectro de excitacion de la muestra Dy@Nd:La monitorizado a una
longitud de onda de emisién de 877 nm. b) Espectro de emisién de las muestras
Dy@Nd:La (azul) y Dy@La@Nd:La (naranja) excitadas a una longitud de onda de 806
nm. La fotografia insertada ha sido tomada usando una cdmara NIR para la muestra
Dy@La@Nd:La iluminada con una longitud de onda de 806 nm.

En el caso de la muestra una capa intermedia de LaVO.
(Dy@La@Nd:La) incorporada, la intensidad de las bandas de emision era muy
similar al de la muestra sin capa intermedia (Dy@Nd:La) (Fig. 11b, linea
naranja), lo que, en principio, podria sugerir que la presencia de la capa
intermedia de LaVO. no tiene efecto sobre las propiedades luminiscentes del
Nd**. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en ambos espectros se
registraron en suspensiones acuosas que contenian la misma concentracion
masica de NPs y que el contenido en Nd** (relacion molar Nd**/(La%*+Nd**))
es mayor para la muestra Dy@Nd:La (2,6 %) que para la muestra
Dy@La@Nd:La (1,4 %), de acuerdo con las medidas ICP. Por tanto, se puede
concluir que la capa inactiva intermedia contribuy6 positivamente a la emision
de Nd®*, ya que ambas muestras mostraron la misma intensidad de emision a
pesar de que la Gltima tenia un menor contenido de centros emisores. Ello fue
confirmado por las curvas de decaimiento de la emisién de Nd** registradas en
ambos casos (Fig. 12) para la banda de emision mas intensa (877 nm),
correspondiente a la transicion *Fs, = “lgr2, con una longitud de onda de
excitacion de 806 nm. Ambas curvas pudieron ser ajustadas a un decaimiento
biexponencial segin la Ecuacién 6 (Capitulo Il, Seccion 2.5.2). Este
comportamiento es tipico de muestras constituidas por NPs luminiscentes

basadas en compuestos de elementos lantanidos.’8?° En estos materiales, el
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componente de tiempo mas largo se asocia a los iones lantanidos situados en el
interior de las NPs y el componente mas corto a los iones situados cerca de la
superficie de las NPs, cuya luminiscencia se ve afectada por procesos de
desactivacion (interaccion entre los fotones absorbidos y los fonones de

moléculas de disolvente o moléculas de ligandos adsorbidas superficialmente).
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Figura 12. Curvas de decaimiento que corresponden a la transicion *Fz=>%lg de las
NPs Dy@Nd:La (azul) y Dy@La@Nd:La (naranja); y las lineas negras corresponden
al ajuste biexponencial.

En la Tabla 1 se indican los parametros de ajuste correspondientes junto
con los tiempos de vida promedio, <t>, dados por la Ecuacion 7 (indicada en

la Seccidn 2.6.2 del Capitulo I1).

Como puede observarse, tanto las componentes cortas como las
componentes largas, y por tanto los tiempos de vida promedio, son mayores
para la muestra con una corteza intermedia de LaVO, (Dy@La@Nd:La) que
en ausencia de dicha corteza (Dy@Nd:La). Ello indica que la emisién de la
primera muestra es mas eficiente, lo cual concuerda con la interpretacion dada
anteriormente y confirma el efecto positivo de la capa intermedia inactiva sobre
las propiedades luminiscentes de las NPs sintetizadas. Esta mejora de las
propiedades luminiscentes puede explicarse por la mayor separacion entre los
iones Nd*" y Dy*" inducida por la corteza intermedia de LaVO4, que minimiza

los fenédmenos de relajacién cruzada Nd**-Dy** anteriormente mencionados.
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Tabla 1: Pardmetros del ajuste biexponencial de las curvas de decaimiento de luminiscencia de
las muestras Dy@Nd:La y Dy@La@Nd:La registradas para la transicion *Fs;2 = “lo2 del ion
Nd3* (error estimado = 5 %). 11 y 12 son los tiempos de vida media de los dos componentes de la
luminiscencia con intensidades loz € loz, respectivamente y <t> es el tiempo de vida promedio.

Muestra 71 (US) 72 (KS) ln lo <z> (US)
Dy@Nd:La 20,6 43,8 80,5 19,5 28,5
Dy@La@Nd:La 27,2 60,9 73,7 26,3 42,2

En la Fig. 11b se presenta una fotografia de la muestra Dy@La@Nd:La
al ser excitada con una fuente laser pulsada sintonizable a una longitud de onda
de 806 nm que fue tomada con una cdmara NIR equipada con un detector
InGaAs. En ella, puede observarse la intensa emision que presenta dicha
muestra que la hace adecuada para la obtencion de bioimégenes en el NIR, por
lo que dicha muestra fue seleccionada para los estudios que se presentan a

continuacion.

5.4. Relajatividades magnéticas

En la Fig. 13a se presentan las imagenes phantom de resonancia
magnética ponderadas en T, obtenidas a 9,4 T para dispersiones acuosas con
diferente contenido de NPs correspondientes a la muestra Dy@La@Nd:La.
Como se observa, se produjo un oscurecimiento progresivo de las imagenes al
aumentar el contenido de NPs, lo que indica que dichas NPs se comportan como
un agente de contraste negativo a alto campo magnético. La relajatividad
transversal (r2) asociada a estas NPs fue de 390,1 mM*-s* (Fig. 13b), la cual es
un valor superior al publicado en la bibliografia para este tipo de sondas
multimodales basadas en Ln* (< 240 mM*-s1),21 22 2 g que representa una

ventaja importante de la sonda desarrollada en este trabajo.
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Figura 13. a) Imé&genes phantom de resonancia magnética ponderadas en T2 a un campo

de 9,4 T de suspensiones acuosas con diferentes concentraciones (mM de Dy3*+Nd®*)

de las NPs que constituyen la muestra Dy@La@Nd:La. b) Velocidad de relajacion

transversal (1/T>) frente a la concentracion de (Dy**+Nd**)a 9,4 T.

5.5. Dispersabilidad

Para analizar la dispersabilidad de las NPs que constituian la muestra
Dy@La@Nd:La en medio fisiologico se prepard una suspension de dichas NPs
en PBS. Como se observa en la Fig. 14, el valor de Dh obtenido mediante DLS
para esta suspension fue sélo ligeramente superior (175 nm) al diametro medio
de las NPs (92 x 62 nm), lo que indicd la ausencia de una agregacion

significativa de las NPs en este medio simulador de condiciones fisioldgicas.

175 nm

Intensidad (u.a.)

0 200 400 600 800
Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 14. Didametro hidrodindmico en medio PBS obtenido mediante DLS de las NPs
que constituyen la muestra Dy@La@Nd:La.
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La dispersabilidad que presentan estas NPs puede atribuirse a la
presencia de moléculas de PAA en la superficie de las NPs que se afiadieron a
las soluciones utilizadas en el procedimiento de sintesis que fue puesta de
manifiesto mediante espectroscopia FTIR. Asi, en el espectro de esta muestra
(Fig. 15a), se detectaron bandas de absorcién entre 1400 y 1600 cm™ que son
caracteristicas de los modos vibracionales de tension simétrico y asimétrico de
los aniones carboxilato del PAA. La cantidad de especies de PAA se determiné
mediante analisis TG (Fig. 15b) que mostr6 una pérdida de peso del 4,3 % en
el intervalo 250-600 °C atribuida a la descomposicién de las moléculas de este

polimero adsorbidas sobre la superficie de las NPs.
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Figura 15. Espectro FTIR (a) y curva TG (b) de las NPs que constituyen la muestra
Dy@La@Nd:La.

Por tanto, las NPs que constituyen la muestra Dy@La@Nd:La son
dispersables en el medio simulador seleccionado de las condiciones

fisioldgicas, tal y como se requiere para su aplicacion in vivo.

5.6. Estabilidad quimica

El estudio de estabilidad quimica de las NPs que constituyen la muestra
Dy@La@Nd:La se llevé a cabo envejeciendo una dispersion de dichas NPs en
PBS a 37 °C. Como se observa en la Fig. 16, no se produjeron cambios
apreciables en las caracteristicas morfologicas de las particulas, respecto a su
estado inicial (Fig. 16a), tras cinco semanas de tratamiento (Fig. 16b), lo que

sugiere una elevada estabilidad quimica de las mismas. Ello fue confirmado por
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los analisis ICP del sobrenadante obtenido por centrifugacién de dicha
dispersién al cabo de 5 semanas, en el que s6lo se detecté un 2,6 % del
contenido inicial de vanadio, lo que indica la escasa disolucion de estas NPs en

el medio simulador de condiciones fisioldgicas seleccionado.

200 nm

Figura 16. Micrografias TEM obtenidas para la muestra Dy@La@Nd:La antes (a) y
después (b) de tratarlas durante 5 semanas en PBS a 37 °C.

5.7.  Viabilidad celular

Los resultados de los ensayos vivo-muerto llevados a cabo para evaluar
la viabilidad celular de la muestra Dy@La@Nd:La utilizando una linea celular
de fibroblastos de prepucio humano (HFF-1) se presentan en las Figuras 17a-e.
En ella puede observarse que, al fusionar las iméagenes de microscopia de
campo claro, con las de fluorescencia correspondientes a la tincion DAPI (azul,
células vivas) y TO-PRO-3 (rojo, células muertas), no se detectaron evidencias
de cambios en la morfologia celular al exponer a las células a concentraciones
de NPs < 100 pg/mL (referido al Dy®*), pues todos los fibroblastos mantuvieron
su tipica forma elipsoidal (Fig. 17a-c).

Ademas, no se observaron variaciones sustanciales en el nimero total
de células, ya que no se produjo una disminucion estadisticamente significativa
(p<0,05) en el numero de células totales para ninguna de las concentraciones
de Dy*" ensayadas (<100 pg/mL) (Fig. 17d), lo cual indica que se puede

descartar la presencia de necrosis celular.
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Asimismo, no se observd ninguna diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre el porcentaje de células muertas cuando se exponen
a las concentraciones ensayadas (Dy*'<100 pg/mL) y el correspondiente al

control negativo (muerte celular), lo cual indica que no se produjo apoptosis

celular (Fig. 17e).
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Figura 17. Ensayos de citotoxicidad para la muestra Dy@La@Nd:La: Imégenes de
microscopia Optica de fibroblastos HFF-1 resultantes de la fusién de imégenes de
campo claro (gris), con tincion DAPI (azul) y tincion TO-PRO-3 (rojo): a) control
negativo, b) control positivo, ¢) células expuestas a 100 pug/ml de Dy. La barra de escala
corresponde a 100 um. Numero total de células por pocillo (d), porcentaje de células
muertas (e) y ensayo MTT (f) de células expuestas a concentraciones crecientes de NPs.
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Por altimo, el ensayo MTT revelé una ligera disminucion de la
actividad mitocondrial, para la concentracion mas alta ensayada (100 ug-mL™)
(Fig. 171), que indica cierta toxicidad para esta concentracion de NPs, ya que
se encuentra por debajo del 70 % que es el limite por debajo del cual se
considera que las NPs son potencialmente citotoxicas (norma UNE-EN 1SO
10993-5:2009)*. No obstante, esta concentracion es superior a la requerida
para la aplicacion in vivo de las mismas debido a la alta relajatividad de la

muestra Dy@La@Nd:La, como se verd mas adelante.

Por tanto, los resultados obtenidos de los ensayos vivo-muerto y MTT
indican que estas NPs presentan una viabilidad celular adecuada para su uso en

aplicaciones de bioimagen.

5.8. Obtencion de imagenes

Para evaluar la potencialidad de la muestra Dy@La@Nd:La como
sonda bimodal para la obtencidn de imagenes de resonancia magnéticaa 9,4 T
y luminiscentes en el NIR, se llevo a cabo la administracién intravenosa de una
cierta cantidad de dicha muestra suspendida en PBS, correspondiente a una
concentracion de 10 mg Dy/kg animal, en ratones sanos y se adquirieron las

imégenes correspondientes.

Como puede observarse en la Fig. 18, las imagenes obtenidas mediante
MRI a alto campo ponderadas en T2, 1 h después de la inyeccion, presentaron
un marcado oscurecimiento del higado y del bazo, mientras que no se detecto
ningun cambio sustancial en el contraste de los rifiones. Este comportamiento
indica, en primer lugar, que estas NPs funcionan como agente de contraste T, a
alto campo, y ademas pone de manifiesto que las NPs fueron reconocidas por
el sistema fagocitico mononuclear® y eliminadas del torrente sanguineo a

través de las vias de eliminacion hepética y esplénica.?® %’
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Antes Después

D 2 A
¢ '
Mdsculo T

Figura 18. Imagenes representativas in vivo de MRI a alto campo ponderadas en T,
antes (izquierda) y 1 h después (derecha) de la administracion de una suspension de las
NPs que constituyen la muestra Dy@La@Nd:La en ratones.

Por otra parte, las imagenes in vivo obtenidas mediante luminiscencia
NIR no mostraron una intensidad de luminiscencia apreciable, lo cual podria
ser debido a la atenuacion y dispersién de la luz producida como consecuencia
de su interaccién con el tejido bioldgico, junto con la baja sensibilidad del

equipo usado para las medidas a una longitud de onda de 800 nm.

A pesar de ello, se extirparon el higado y el bazo de los ratones a los
que se les habia inyectado las NPs y se compararon las imagenes ex vivo de
luminiscencia en el NIR con las obtenidas para ratones control no inyectados.
Como puede observarse en la Fig. 19, se detecté un aumento considerable de la
luminiscencia en el higado de los ratones inyectados, siendo este aumento
mucho mas moderado en el caso del bazo. Estos resultados confirmaron que la
principal via de eliminacion de estas NPs era hepatica y que la sonda disefiada
podria considerarse bimodal pues permite obtener imagenes tanto mediante

MRI a alto campo in vivo como mediante luminiscencia NIR ex vivo.
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Control Tras la inyeccién de NPs

Bazo

Figura 19. Imégenes representativas ex vivo de luminiscencia en el NIR de higado y
bazo de ratones BALB/c control (izquierda) y de ratones tras inyectarles una suspension
de las NPs que constituyen muestra Dy@La@Nd:La.

5.9. Conclusiones
1. Mediante un método de precipitacion homogénea en medio poliol se
han sintetizado nanoparticulas funcionalizadas con &cido poliacrilico
constituidas por nucleos de DyVOs recubiertos con una corteza de
LaVO, dopado con Nd*, que presentaban forma ovoidal y tamafio
medio de 81 x 57 nm.

2. Empleando un método similar al anterior se han sintetizado vy
funcionalizado con 4&cido poliacrilico, nanoparticulas con forma
ovoidal y un tamafio de 92 x 62 nm, constituidas por nicleos de DyVO4
recubiertos con una corteza de LaVOa y otra méas externa de LaVO,

dopado con Nd*",

3. Las nanoparticulas con una capa intermedia de LaVO, (arquitectura
nucleo-corteza-corteza) presentaron una luminiscencia en el infrarrojo
cercano con una eficiencia mayor que las nanoparticulas que no

poseian dicha capa (arquitectura nicleo-corteza).
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4. Las nanoparticulas con arquitectura  ndcleo-corteza-corteza
presentaron un alto valor de relajatividad magnética (r, = 390,1 mM-
1-s1) a alto campo (9,4 T), el cual es superior a los reportados en la
bibliografia para este tipo de sondas multimodales basadas en Ln*" (<
240 mM1.s7)

5. Las nanoparticulas con arquitectura nicleo-corteza-corteza resultaron
ser dispersables en PBS, probablemente debido a su funcionalizacién
con acido poliacrilico, y estables quimicamente en el mismo medio

durante al menos cinco semanas.

6. Las nanoparticulas con arquitectura nucleo-corteza-corteza no
presentaron toxicidad apreciable en un cultivo de fibroblastos humanos

a una concentracion de Dy** < 50 pg/mL.

7. Mediante la inyeccion de dichas nanoparticulas con arquitectura
nucleo-corteza en ratones BALB/c, se ha demostrado su utilidad como
sondas duales para la obtencion de bioimagenes mediante resonancia
magnética a alto campo in vivo y mediante luminiscencia en el

infrarrojo cercano ex vivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se han sintetizado nanoparticulas uniformes de DyPO, y DyVOs
funcionalizadas con &cido poliacrilico, que mostraron un alto grado de
dispersabilidad en PBS a pH fisioldgico, una alta estabilidad quimica en
un medio simulador de condiciones fisiologicas (PBS a 37 °C) y un alto
grado de viabilidad celular, por lo que ambos tipos de nanoparticulas son
adecuadas para su uso en bioaplicaciones in vivo.

Los valores de relajatividad transversal a 9,4 T de dichas nanoparticulas
eran muy elevados, siendo excepcionalmente alto (516 mMis?) el
correspondiente al sistema DyPO, que, ademas, es muy superior a los
publicados en la bibliografia para otros sistemas basados en Dy (100 < r
< 380 mM1s?).

La evaluacion del comportamiento in vivo de las nanoparticulas de DyPO4
recubiertas con &cido poliacrilico y posteriormente con polietilenglicol, en
ratones BALB/c, demostrd que no producian dafio tisular en los distintos
organos (higado, rifion, bazo y pulmoén), confirmando su alta
biocompatibilidad, y que eran excelentes candidatos para su uso como
agentes de contraste para la obtencién de bioimagenes mediante
resonancia magnética a alto campo.

Se han sintetizado nanoparticulas de DyVOs recubiertas con una corteza
de GdVO. y funcionalizadas con &cido poliacrilico con una alta
uniformidad que cumplen los criterios de dispersabilidad y estabilidad
quimica en medio fisioldgico y viabilidad celular requeridos para su uso
en bioaplicaciones in vivo.

El valor del cociente entre la relajatividad longitudinal (1,558 mM-s?) y
transversal (10,248 mM-1s?) evaluado para dichas nanoparticulas basadas
en Dy*" y Gd*" a campo magnético bajo (1,44 T) era adecuado (= 6) para
Su uso como agente de contraste para imagen por resonancia magnética en

modo dual T1-To.
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Se han sintetizado nanoparticulas de DyVO, recubiertas con una corteza
de LaVO,y otra mas externa de LaVO,dopado con Nd** y funcionalizadas
con &cido poliacrilico que cumplen los criterios de dispersabilidad y
estabilidad quimica en medio fisioldgico y viabilidad celular requeridos
para su uso en bioaplicaciones in vivo.

Las nanoparticulas con arquitectura nlcleo-corteza presentaron unos altos
valores de relajatividad transversal a 9,4 T (390,1 mMZs?) y una
luminiscencia intensa en el infrarrojo cercano a una longitud de onda de
877 nm.

Mediante la inyeccion de dichas nanoparticulas con arquitectura ndcleo-
corteza en ratones BALB/c, se ha demostrado su utilidad como sondas
duales para la obtencion de bioiméagenes mediante resonancia magnética a
alto campo in vivo y mediante luminiscencia en el infrarrojo cercano ex

Vivo.
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GENERAL CONCLUSIONS

1. Uniform nanoparticles functionalized with polyacrylic acid of both, DyPO,
and DyVO, have been synthesized. They were dispersible in PBS at
physiological pH, and exhibited a high chemical stability under physiological
conditions (in PBS at 37 °C), and a high cell viability. These properties make
both types of nanoparticles suitable for in vivo bioapplications.

2. The transverse relaxivity values of both kind of nanoparticles measured at 9.4
T were very high, the highest one (516 mM-1s?) being that corresponding to
DyPO. nanoparticles, which is also significantly higher than those reported in
the literature for other Dy-based systems (100 < r, < 380 mMs).

3. The evaluation of the in vivo behavior of the DyPO. nanoparticles
functionalized with polyacrylic acid and subsequently coated with
polyethylene glycol, after injection into BALB/c mice, showed that they did
not produce tissue damage in different organs (liver, kidney, spleen and lung)
confirming their high biocompatibility, and that they were excellent
candidates to be used as contrast agents for high-field magnetic resonance
imaging.

4. DyVO, particles coated with a GdVO, shell and functionalized with
polyacrylic acid have been synthesized with high uniformity and nanometer
size. These nanoparticles meet the criteria of dispersibility and chemical
stability in physiological medium and cell viability required for in vivo
bioapplications.

5. The value of the ratio between longitudinal (1.558 mM-1s™) and transverse
(10.248 mM1s?t) relaxivity evaluated for these Dy®** and Gd**-based
nanoparticles at low magnetic field (1.44 T) was appropriate (= 6) for their
use as a contrast agent for dual mode T:-T2 magnetic resonance imaging.

6. DyVO, nanoparticles coated with an inactive LaVO4 shell and an outer
LaVOy shell doped with Nd** ions, and functionalized with polyacrylic acid,

have been synthesized. These nanoparticles meet the criteria of dispersibility
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and chemical stability in physiological medium and cell viability required for
in vivo bioapplications.

7. These core-shell-shell nanoparticles showed high values of transverse
relaxivity at 9.4 T (390.1 mMs?) and intense luminescence in the near
infrared at a wavelength of 877 nm.

8. Through the injection of such core-shell-shell nanoparticles into BALB/c
mice, it was demonstrated their utility as dual probes for high-field magnetic

resonance in vivo imaging and ex vivo near-infrared luminescence imaging.
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1. Introduccion
Todos los iones Ln3*, exceptuando La®* y Lu®*, son paramagnéticos,

por lo que principalmente afectan a los nlcleos cercanos a través del aumento
de la relajacién paramagnética (PRE) que depende de la susceptibilidad
magnética de cada ion lantanido en particular. La PRE se genera como resultado
de la interaccion entre los campos magnéticos fluctuantes creados por los
electrones desapareados del ion paramagnético con el espin nuclear del proton
y se manifiesta como el acortamiento de los tiempos de relajacion, Tim, donde
i = 1 (relajacion longitudinal) o 2 (relajacion transversal).

La relajacion paramagnética puede provenir de tres tipos de
contribuciones diversas: de contacto (escalar), dipolo-dipolo y de Curie, por lo
que el inverso del tiempo de relajacién total (relajatividad, r) viene dado por la

Ecuacion 1.1

1 1 1 1 v
1= = + + (Ecuacion 1)
Ti,M Ti,contacto Ti,dipolo—dipolo Ti,CuTie

Por otra parte, desde un punto de vista quimico, las contribuciones de
las especies paramagnéticas a la relajatividad provienen de tres tipos distintos
de interacciones con moléculas de agua (Ecuacion 2): coordinacion directa con
iones paramagnéticos, coordinacién indirecta con iones paramagnéticos y
difusion traslacional a través de quelatos o nanoparticulas, que ocurren en las
denominadas esfera interna (El), segunda esfera (SE) y esfera externa (EE),

respectivamente.?

r =1 +rF +rfE (Ecuacion 2)

Debido a la dificultad de distinguir experimentalmente entre las
moléculas de agua de la segunda esfera y de la esfera externa, estos dos grupos
suelen unificarse y denominarse moléculas de agua de la esfera externa
conjuntamente. Por lo tanto, la relajacion se puede se expresa como la suma de

dos componentes, segun la Ecuacion 3.
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ry =rF + rFE (Ecuacion 3)

Debido a la complejidad de la teoria y ecuaciones que rigen el
comportamiento de los agentes de contraste para MRI, aqui solo se hard una
breve descripcion de las mismas con el fin de facilitar una mejor comprension

de los pardmetros mas importantes que afectan a la relajatividad.

2. Relajatividad longitudinal

La relajacién longitudinal (ri) del espin del proton depende
principalmente de los espines de los iones paramagnéticos presentes en las
superficies de las NPs, que interact(an con los espines de los protones cercanaos,

disminuyendo el tiempo de relajacion del protén a lo largo del eje z (T1).3*®

La principal contribucién a la relajatividad longitudinal proviene de la
esfera interna.” ® En este caso, las contribuciones dipolar y escalar de los
mecanismos de relajacion magnética vienen dadas por las ecuaciones de

Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM).**2 En concreto:

P -7
rEl = _m (Ecuacion 4)
T1m+Tm

donde:

P es la relacién molar entre los iones paramagnéticos y el agua,

g es el namero de moléculas de agua enlazadas por ion paramagnético,

™m, €S el tiempo medio de residencia de las moléculas de agua enlazadas, y Tim
es el tiempo de relajacion longitudinal de las moléculas de agua enlazadas, que

viene dado por:

1 2 2g2uts(s+1 37 .,
= () BRI (Ecuacion 5)
im MH H"*C

donde:

yu €s la relacion giromagnética del proton

ge es el factor g-electrénico

Lo €S el magneton de Bohr

S es el momento angular de espin del ion paramagnético correspondiente,

on es la frecuencia de Larmor del proton
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run €S la distancia metal-proton y

7. €s el tiempo de correlacion que viene dado por:

1

Tc

donde:

r_r,r,1 (Ecuacion 6)
TR Tie ™m

T1e €s el tiempo de relajacion del espin longitudinal de los electrones, el cual

aumenta con el campo magnético aplicado.*®

r €5 el tiempo de rotacion de los agentes de contraste.

™ €S el tiempo de vida medio de la molécula de agua en la esfera interna del

ion paramagnético.

1.

De las ecuaciones 4 y 5 pueden extraerse las siguientes conclusiones:

r; aumenta al aumentar 1/T1m, cuyo valor aumenta segun la Ecuacién 5
al aumentar el momento angular de espin (S) del ion paramagnético
correspondiente. Dado que los iones con mayor valor de S son el Gd**
(S=7/2) y el Mn?* (S =5/2), los agentes de contraste en T (positivos)
estan basados en estos cationes paramagnéticos y especialmente en el
primero, el cual es el componente esencial de los CAs positivos
comerciales.

Cuanto mayor es la relacion molar entre iones paramagnéticos y el agua
(Pm), mayor es el valor de r1. Por tanto, para aumentar el valor de ry es
necesario aumentar la cantidad de dichos iones en contacto directo con
el agua circundante, los cuales deben encontrarse en la superficie de las
NPs. Por tanto, un aumento de la relacién superficie/volumen de las
NPs, debe dar lugar a un aumento de r;. Dicho aumento puede
conseguirse disminuyendo el tamafio de las NPs o con morfologias de
particula diferentes a la esfera.

Es frecuente recubrir las NPs con una capa de funcionalizacién
superficial para conseguir que estas sean coloidalmente estables en
medio acuoso y biocompatibles. La presencia de dicha capa daria lugar
a una disminucion de ry, ya que conllevaria un aumento de rwuw, siendo

dicha disminucion proporcional al espesor de la capa. La composicion
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de dicha  capa  (densidad de ligandos  orgénicos,
hidrofobicidad/hidrofobicidad) es también un factor importante a tener
en cuenta pues pueden afectar a la interaccién de los iones
paramagnéticos con los protones del agua en la esfera interna*

4. Como resultado del aumento del tiempo de relajacion del espin
longitudinal de los electrones (Tie) con el incremento del campo
magnético aplicado, r; disminuye al aumentar la intensidad de dicho

campo.t> 16

Hay que sefialar que los pardmetros temporales implicados en la
ecuacion 6 dependen de la intensidad de campo magnético, la estructura del CA
y de las caracteristicas fisico-quimicas de la interfase entre el CA 'y el entorno

acuoso, siendo su efecto sobre ry dificil de evaluar.’

Una vez analizada la influencia de las contribuciones escalar y dipolo-
dipolo sobre la PRE, queda por analizar la ocasionada por la contribucion
debida a la relajacion de Curie. Este tipo de relajacion sélo contribuye de forma
importante a la relajatividad del agua cuando el tiempo de relajacion electronica
(T1) del ion paramagnético es lo suficientemente corto como para permitir que
los espines vuelvan a su equilibrio térmico antes de que la molécula cambie de
posicién. En otras palabras, las moléculas deben estar practicamente inmoviles
durante el tiempo Tie, lo que requiere que tr >> Tie (siendo tr €l tiempo de
correlacion rotacional).’® Puesto que el Gd*' tiene un estado electrénico
fundamental (8S71,) isétropico (sus 7 orbitales f se encuentran medio llenos con
1 electron cada uno), estos no presentan un momento orbital neto, siendo la
interaccion espin-orbita aproximadamente cero. Por tanto, su tiempo de
relajacion electronica (T1e) es relativamente largo por lo que no se cumple la
condicion anterior, siendo despreciable la contribucién de Curie al valor de ry
de los CAs basados en Gd**. Sin embargo, el valor de T para otros iones
lantanidos paramagnéticos (incluidos Dy*"y Ho*") (=102 s) es alrededor de 4-

5 ordenes de magnitud menor que el del Gd*, debido a que los primeros
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presentan estados electronicos anisotrépicos (sus 7 orbitales f no contienen el
mismo nimero de electrones), lo que origina importantes interacciones espin-
6rbita.’® 20 Por lo tanto, para estos iones tr €S siempre mucho mayor que Tie, Y,
en consecuencia, el proceso de relajacion inducido por el momento de Curie
puede llegar a ser importante y ha de tenerse en cuenta junto con las otras dos
contribuciones (dipolar y escalar). No obstante, como ya se ha mencionado
anteriormente, el valor de r; esperado para de este tipo de iones Ln®" es muy
bajo debido a su bajo momento angular de espin que hace que la contribucion

de las componentes escalar y dipolar sea muy pequefias.

3. Relajatividad transversal

La mejora de la relajacion transversal (rz) inducida por un compuesto
paramagnético es el resultado del desfase de los momentos magnéticos de los
protones del agua en un campo no homogéneo creado por las pequefias

particulas magnetizadas.!

El valor de la relajatividad transversal, rp, de NPs paramagnéticas se
debe principalmente a la contribucion del efecto de Curie a la relajatividad
transversal en el régimen de la esfera externa, y viene dado por la Ecuacién 7
de la teoria mecano-cuantica.# 21 22
1 256m%y? ..o a?
T, T 405 s D(1+£)

a

T, = (Ecuacion 7)

donde:

y es la relacion de espin del proton,

a es el radio efectivo de la NP magnética,

D es el coeficiente de difusion de las moléculas de agua,

L es el espesor de la capa superficial de las NPs,

Ms es la magnetizacion medida al mismo campo que el que se emplea para
medir la relajatividad, siendo su valor:

M, = B, (Ecuacion 8)
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donde y es la susceptibilidad magnética, y Bo, la intensidad del campo

magnético aplicado.

Por Gltimo, V* es la fraccion de volumen, que viene dada por la
Ecuacion 9.

4ma3

V=
3000

NoM (Ecuacién 9)

donde No es la constante de Avogadro y, para el caso de las nanoparticulas, M

es su molaridad.

De acuerdo con a las ecuaciones (7), (8) y (9) se deduce que el valor de

Io:

1. Aumenta con radio efectivo (a) de las NPs.

2. Es mayor para particulas anisométricas ya que su radio efectivo es
mayor que el de NPs esféricas con un volumen similar.?

3. Disminuye con el grosor de la capa superficial de funcionalizacion de
las mismas.

4. Aumenta con la magnetizacion del ion paramagnético, que esta
relacionada con la susceptibilidad magnética y, por tanto, con el
momento magnético del ion segun la Ley de Curie, que predice que la
magnetizacion aumenta de forma cuadratica con dicho momento. El
momento magnético de las NPs paramagnéticas depende del nimero
total iones paramagnéticos por particula y la magnitud del momento
magnético del ion individual. Entre los iones paramagnéticos de mayor
valor de momento magnético efectivo (Lerr) Se encuentran los cationes
lantanidos, Dy** (10,65 uB) y Ho** (10,60 uB) siendo también elevados
los del Tb%" (9,72 uB) y Er** (9,59 uB), en contraposicion con el bajo
valor del momento magnético que presenta el Gd** (7,29 uB). Debido
a ello, la mayor parte de los CAs con relajacion transversal basados en
Ln®* incluyen en su composicion los iones mencionados en primer

lugar, y, sobre todo, el Dy*" o el Ho*".
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5. Aumenta con la intensidad del campo magnético ya que dicho aumento

origina un aumento de la magnetizacién.?*

Por altimo, debe mencionarse que el diametro hidrodindmico (Dy) de
las NPs también tiene un efecto sobre la magnitud de r, ya que al aumentar Dy,
aumenta el &rea sobre la cual tienen impacto las inhomogeneidades del campo
magnético originadas por el agente de contraste si bien a partir de un cierto

tamario limite, r, disminuye.!

Asi pues, aunque el magnetismo es una propiedad intrinseca de los
materiales, las propiedades de relajatividad magnética de los agentes de
contraste basados en NPs, incluyendo las que contienen iones Ln®*
paramagnéticos, se ven afectadas de forma significativa por la naturaleza del
ion Ln%*, tamafio, forma y las propiedades de su superficie. Por lo tanto, para
disefiar CAs para MRI basados en NPs se requiere una modulacion cuidadosa
de las caracteristicas de las mismas.
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Tabla 1. Precursores cationicos

Nombre del ; o Pureza
Formula quimica Proveedor
precursor (%)

Acetato de disprosio

. Dy(CH3sCO,)s-xH20 99,9
hidratado

Acetato de neodimio

. Nd(CsH70,)s - xH20 99,9
(1) hidratado

Cloruro de disprosio

) DyCl;- 6H,0 99,9
(1) hexahidratado
Nitrato de disprosio Sigma-
] Dy(NOs3)35H,0 99,99 )
pentahidratado Aldrich
Nitrato de gadolinio
) Gd(NOs3)s - 6H,0 99,9
hexahidratado
Nitrato de lantano
) La(NO3)36H.0 99,99
hexahidratado
Nitrato de neodimio
Nd(NO3)36H.0 99,99

hexahidratado
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Tabla 2. Precursores anionicos

Nombre del Férmula Pureza
. Proveedor
precursor gquimica (%)
Acido fosforico HsPO, 85,0
Molibdato de sodio Na:MoO, >98,0
Ortovanadato de sodio NasVO., 99,98 Sigma-Aldrich
Wolframato de sodio
. Na;WOQO, - 2H,0 >99,0
dihidratado
Tabla 3. Disolventes
Nombre del Férmula Pureza
) o Proveedor
disolvente quimica (%)
Butilenglicol C4H1002 99
Etilenglicol C2Hs0; 99,8 Sigma-Aldrich
Butanol C4sH10 >99,5
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Tabla 4. Polimeros empleados en la funcionalizaciéon

de alilamina

Peso
Nombre del . e
Formula quimica molecular Proveedor
compuesto
(Da)
a-Metoxi- CH:O-PEG-NH;
®-amino ~ 5000 | RappPolymere
polietilenglicol PEG: CanzHinsOnz
Acido _ _
o (C3H402)n ~ 1800 | Sigma-Aldrich
poliacrilico
Poli(clorhidrato) . )
[CH2CH(CH2NH2-HCI)]» | =17500 | Sigma-Aldrich

Tabla 5. Reactivos para la funcionalizacion con polietilenglicol

) Formula Pureza
Nombre del reactivo o Proveedor
quimica (%)
1-(3-dimetilaminopropil)-
) o Acros
3-etil carbodiimida CgH17N3-HCI >98,0 ]
) Organics
hidroclorada
Sal sodica de N- Sigma
) ) o CsHiNNaOsS >98% )
hidroxisulfosuccinimida Aldrich
Tetraborato sodico NazB4Oy - 99,5 Fluka
decahidratado 10H.0 7
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6. Productos quimicos empleados en anélisis de toxicidad

Nombre Proveedor

Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- ] ]
difeniltetrazolio (MTT) Sigma Aldrich
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Sigma Aldrich
Dimetilsulféxido (DMSO) Acros organics

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
Formaldehido (4 %) Panreac

TO-PRO-3 Thermo Fisher
Triton X-100 Sigma-Aldrich
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