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RESUMEN

Las NPs, debido a su dimension, forma y composicion, manifiestan una serie de
propiedades idiosincrasicas que no se observan en moléculas individuales ni en materiales
macroscopicos. Estas particularidades abarcan comportamientos mecéanicos, térmicos,
magnéticos, electronicos, dpticos y cataliticos especificos. En el proceso de miniaturizacion de
las NPs a una escala nanométrica, se observa un incremento en la relacion superficie-volumen,
induciendo transformaciones significativas en sus estructuras atomicas y en sus propiedades
fisicoquimicas comparadas con las correspondientes a los materiales macroscopicos.
Adicionalmente, la morfologia de las NPs juega un rol determinante en sus propiedades, tales
como la anisotropia en las propiedades Opticas, magnéticas y cataliticas. Todas estas
caracteristicas posicionan a las NPs como actores potenciales en disciplinas como la
biomedicina, la electronica y la catlisis.

Es relevante considerar, sin embargo, las cuestiones emergentes relacionadas con la
toxicidad y la seguridad de las NPs, que pueden verse influidas por aspectos como el tamafio,
la forma, la composicién quimica, la carga superficial, la actividad catalitica, la dosis y la
superficie de las particulas. Adicionalmente, otro desafio inherente a estas es su tendencia a la
agregacion, la cual puede resultar en la pérdida progresiva de sus propiedades. Especificamente
en el contexto biol6gico, es necesario tener en cuenta fendmenos como la formacion de una
corona proteica alrededor de las NPs, que puede modificar su interaccién con barreras
bioldgicas y células. Se recurre a menudo a ligandos, como el PEG, para estabilizar las NPs y
reducir la adsorcion inespecifica de proteinas.

Una estrategia alternativa para la estabilizacion de las NPs y la prevencion de su agregacion
consiste en la funcionalizacién de estas, particularmente a través de su encapsulacion en MOFs
como el ZIF-8. Los MOFs son materiales porosos que se componen de iones metalicos o
conglomerados de metales unidos a moléculas organicas, conformando estructuras
tridimensionales. La alta porosidad y diversidad quimica de los MOFs son sus atributos méas
destacables.

Entre las aplicaciones potenciales de las NPs, su uso como vehiculos para la administracion
de farmacos es una innovacion relevante en la farmacologia. La encapsulacion de agentes
farmacoldgicos en nanocompuestos, derivados de la combinacion de NPs plasmonicas y ZIF-
8, permite la liberacion controlada de estos compuestos en objetivos terapéuticos especificos
mediante la activacion con un laser NIR. No obstante, la limitada capacidad de penetracién de
la luz en los tejidos es un obstaculo de estos sistemas, el cual puede ser superado mediante el
uso de MNPs que generan calor en respuesta a campos magnéticos alternos o rotatorios.

Una bioaplicacion adicional es el empleo de PANPs en quimica bioortogonal para promover
la conversion localizada de moléculas terapéuticamente inactivas (profarmacos) en agentes
citotoxicos, en el interior de células. Este procedimiento requiere la funcionalizacion con
agentes biocompatibles que estabilicen y protejan estas nanoparticulas en medios biologicos.

Esta tesis doctoral se enfoca en la sintesis, caracterizacion, funcionalizacion y aplicaciones
de distintos tipos de NPs.

En el tercer capitulo, se analizan diversos aspectos cruciales de las NPs plasmonicas que
se organizan en dos subsecciones: i) la sintesis, funcionalizacion y el impacto de la co-
exposicion de NPs plasmonicas en su degradacion, ii) el influjo de la funcionalizacion de las
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AuNRs con PEG en la dindmica de las proteinas en la biocorona, y la encapsulacién de las
AUNRs y AuNSs en ZIF-8 para su empleo en aplicaciones como sustratos SERS.

En un andlisis mas detallado, en la primera subseccion se sintetizaron AuNPs, AgNPs y
CuNPs, estables en CHCIs, de aproximadamente 15 nm de diametro y se transfirieron a agua
mediante un recubrimiento con PMA. Se investigo la estabilidad y degradacién de las NPs,
tanto individualmente como en combinaciones, asi como su potencial citotoxicidad. A través
de la espectroscopia UV-Vis y las mediciones de concentracion mediante ICP, se encontré que
las AuNPs y AgNPs preservan su estabilidad a 37 °C en agua durante, al menos, 72 horas,
mientras que las CuNPs mostraron indicios de degradacion, reflejados en un desplazamiento al
rojo del LSPR y un incremento del Cu?* disuelto en dispersiones de CuNPs, a medida que
discurria el tiempo. Las dispersiones de AuNPs-AgNPs combinadas demostraron estabilidad.
No obstante, las mezclas que incluian CuNPs (AuNPs-CuNPs, AgNPs-CuNPs, AuNPs-AgNPs-
CuNPs) evidenciaron la degradacion de las CuNPs, similar al comportamiento de las CuNPs
individuales. Dicha degradacion fue mas notable durante las primeras horas y luego se
estabilizo.

Por medio del ensayo de viabilidad con resazurina, se estudio la citotoxicidad de las NPs y
sus combinaciones en los cultivos celulares A549. Las NPs de Au y Ag manifestaron una
toxicidad baja, manteniendo alta la viabilidad celular en todas las concentraciones analizadas.
Sin embargo, las CuUNPs mostraron una disminucion en la viabilidad celular a la concentracién
mas alta de 5 nM, probablemente a causa de la liberacion de iones Cu?* toxicos. Con respecto
a las combinaciones de NPs, se detect6 una leve reduccion en la viabilidad celular a 5 nM para
las combinaciones AgNPs-CuNPs y AuNPs-AgNPs-CuNPs, lo que podria indicar un efecto
sinérgico de las AgNPs en el aumento de la toxicidad de las CuNPs.

Estos descubrimientos iniciales sugieren la necesidad de realizar investigaciones mas
profundas para entender mejor la interaccion entre distintas NPs, su degradacion y la
citotoxicidad resultante. Este estudio podria expandirse para incluir diferentes tipos de cultivos
celulares y una gama mas extensa de concentraciones de NPs, proporcionando una perspectiva
mas detallada del impacto de la co-exposicion a distintas NPs.

En el siguiente subapartado, describe la sintesis de AuNRs que fueron posteriormente
sometidos a un proceso de PEGilacion para manipular su carga superficial. Las cargas
superficiales fueron modificadas a positivas, negativas o neutras utilizando diferentes PEGs
tiolados. Nuestra caracterizacion detallada de las particulas resultantes indicé que tales
modificaciones no provocaron alteraciones significativas en la LSPR.

Los AuNRs funcionalizados se emplearon para investigar las interacciones con la BSA
como un modelo de biocorona protéica. Encontramos que la magnitud de la interaccién y la
constante de disociacion eran dependientes de la carga superficial de las NPs. Ademas, se
investigo la internalizacion de las AuNRs en células Hela, y se evalué cémo la formacion de
biocorona y el tratamiento fototérmico influian en este proceso. Aunque la PEGilacion y la
formacion de la corona de proteinas atenuaban la internalizacion celular, la adsorcion de BSA
disminuia notablemente después del tratamiento fototérmico, especialmente en las muestras
con carga positiva. Sin embargo, la internalizacién de las AuNRs tras este tratamiento s6lo
disminuyé significativamente en las muestras no PEGiladas, lo que sugiere que las cargas
superficiales no influyeron de manera notable en la captacion celular.
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Seguidamente, se procedid con el encapsulamiento de AuNRs en ZIF-8, generando asi un
nanocompuesto de estructura nucleo-caparazon. Los AuNRs se estabilizaron con CTAB, y se
estudid el impacto del empleo de diferentes concentraciones de CTAB durante la sintesis en la
morfologia de los NCs, comprobando que el tamafio de los NCs disminuyé al aumentar la
concentracion de CTAB. Los tamafios promedio de los NCs se obtuvieron utilizando el software
ImageJ, dando como resultado, por ejemplo, 169 £ 13 nmy 160 + 8 nm para las concentraciones
de 0,2y 0,4 g.I't de CTAB, respectivamente.

Asimismo, se evalud la estabilidad de los NCs en varios medios, utilizando DLS para
rastrear las variaciones de tamafio hidrodinamico en el tiempo. Observamos que los NCs de
AUNR@ZIF-8 redispersados en agua presentaban una disminucion significativa de tamafio. Se
encontraron resultados similares para los NCs redispersados en PSF. Para proteger los NCs de
la degradacion en medios acuosos, se recubrieron con PMA. Tras el procedimiento de
recubrimiento, los NCs conservaron su morfologia y el analisis de DLS indicé que eran estables
en agua.

Finalmente, se abordo la sintesis y la aplicacion de NCs basados en AuNSs y ZIF-8 como
sustratos para SERS. Este enfoque capitalizo la sinergia entre las caracteristicas distintivas de
los AuNSs y el ZIF-8, en particular, las propiedades plasmonicas de los AuNSs y la porosidad
junto con la amplia superficie de la ZIF-8.

Para los ensayos de SERS, se eligieron dos compuestos, 4-MBA y RoB. Las pruebas
iniciales sugieren que las moléculas pueden difundirse a través de los poros del ZIF-8 hasta
alcanzar las AuNSs alojadas en el nacleo del nanocompuesto, permitiendo asi la deteccién de
estas moléculas mediante SERS. Se observd una relacion lineal entre la intensidad del pico
Raman a 1074 cm™ y la concentracion de 4-MBA en el rango de 10 a 10° M, lo que sugiere
la aplicabilidad de este sistema para la cuantificacion de analitos.

El capitulo 4 se divide en dos subapartados, i) la sintesis, funcionalizacion y caracterizacion
de las MNPs, estudié la influencia del dopaje con Co sobre las propiedades magnéticas de las
MNPs y el proceso de transferencia a un medio acuoso y ii) la elaboracion de nanocompuestos
estables.

En el primer subapartado, se describe el proceso de sintesis de las MNPs mediante un
método de descomposicion térmica de un precursor metalico. Con este método se obtuvieron
MNPs esféricas de diferentes tamafios y baja polidispersidad. Se encontrd que estas MNPs
exhibian propiedades magnéticas, insuficientes para generar calor, que fueron mejoradas al
someter a las MNPs a un proceso de recocido.

A continuacidn, se aborda la funcionalizacion y estabilidad de las MNPs en un medio
acuoso utilizando PMA. Las MNPs fueron recubiertas con PMA para mejorar su estabilidad en
soluciones acuosas y permitir su funcionalizacion con moléculas que presenten un grupo amino
terminal. Un ejemplo de dicha funcionalizacion implicé el uso de 6-AF. Sin embargo, solo una
pequefia fraccion de la cantidad total de 6-AF afiadida se adhirio a las MNPs, probablemente
debido al exceso de PMA que se elimind durante el lavado posterior al recubrimiento
polimérico.

Se examind la influencia del dopado con Co en las propiedades magnéticas de las MNPs.
Se sintetizaron MNPs-Co reemplazando parcialmente los iones Fe?* en las posiciones
octaédricas de la estructura de la magnetita con iones Co?* en varias proporciones. Las MNPs
se transfirieron a agua mediante un recubrimiento con PMA 'y se caracterizaron las propiedades
magnéticas por medio del SQUID. Las mediciones realizadas a diferentes temperaturas
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mostraron que la concentracion de Co tuvo un impacto significativo en las propiedades
magnéticas de las MNPs. A una temperatura de 10 K, las MNPs con mayor concentracion de
Co presentan una mayor magnetizacion remanente. A 295 K, se observd un comportamiento
inusual en las propiedades magnéticas de las nanoparticulas dopadas con cobalto. A medida
que aumentaba la concentracién de dopado de Co?*, se produjo una transicion de una
anisotropia magnética negativa a una positiva. Ademas, las nanoparticulas dopadas con un 0,08
de Co mostraron un comportamiento superparamagnético. Estos hallazgos indican la
complejidad de las interacciones magnéticas en los materiales dopados

Se estudid la transferencia de MNPs a medios acuosos mediante la utilizacion de CTAB.
Las MNPs recubiertas de AO fueron transferidas a un medio acuoso empleando un protocolo
basado en la formacion de una bicapa AO-CTAB. A través de las mediciones de tamafio
hidrodinamico usando DLS, se busco6 un procedimiento eficiente para transferir MNPs al medio
acuoso minimizando la agregacion.

Posteriormente, con las MNPs estabilizadas en agua, se sintetizaron nanocompuestos de
MNP recubierto con ZIF-8, con el objetivo final de disefiar un sistema capaz de lograr la
liberacion controlada de moléculas en el interior de las células mediante estimulos externos
como AMF o RMF. La eficiencia de encapsulamiento de MNPs y el control sobre su tamafio
se demostraron mediante la medicién de los tamafios hidrodinamicos y la caracterizacion
morfolodgica a través de SEM. Los resultados revelaron que al aumentar la concentracion de
MNPs en la sintesis, disminuy6 el tamafio de los nanocompuestos de ZIF-8, lo que sugiere una
alta eficiencia de encapsulamiento y un cierto grado de control sobre su tamafio.

Se estudi6 la encapsulacion de CV en MNPs recubiertas de MNP@ZIF-8 para su aplicacion
en la entrega controlada de medicamentos. Los resultados mostraron que la encapsulacion del
CV no afect6 la morfologia, tamafio, o radio hidrodindmico de los NCs.

Para evitar la degradacion de ZIF-8 en medios acuosos y asegurar la estabilidad de los
MNP@ZIF-8(CV), se llevo a cabo un recubrimiento con PMA, lo que permitié la estabilidad
coloidal en medios acuosos. La evaluacion de la estabilidad térmica y la porosidad de los
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF mediante analisis termogravimétrico y BET, respectivamente,
indico una buena estabilidad térmica hasta 400°C y confirmd la microporosidad de los NCs.

Ademas, se emple6 WAXS para evaluar la cristalinidad de los MNP@ZIF-8(CV)-PMA-
6-AF, los resultados confirmaron la alta cristalinidad y que la funcionalizaciéon con PMA no
afecto la estructura cristalina de los MNP@ZIF-8.

El capitulo 5 abarca la sintesis y caracterizacion y funcionalizacion de PdNPs, el estudio
de su eficiencia como catalizadores y el encapsulado en ZIF-8.

En primer lugar, se sintetizaron y caracterizaron PANCs y PANDs debido a su desempefio
catalitico prometedor debido a su tamafio y forma. Las PdNDs, por su morfologia amorfa,
presentan una mayor superficie especifica, lo que se deberia traducir en mejores propiedades
cataliticas.

Las PANCs estabilizadas en agua mediante CTAB presentan citotoxicidad por lo que se
estudio la posibilidad de reemplazar el CTAB por moléculas no citotoxicas que pudiesen
estabilizar las NPs en medios acuosos. Se investigd la estabilizacion de las PANPs con PEG y
MC, y se examin0 el impacto de estos recubrimientos en las propiedades cataliticas de las NPs.
Se utilizaron PEG y MC. Se utilizaron tres tipos de PEG, el metoxi-polietilenglicol-tiol (MeO-
PEG-SH) que se une a la superficie del Pd a través del grupo tiol, estabilizando las
nanoparticulas por impedimento estérico. El carboxi-polietilenglicol-tiol (COOH-PEG-HS) y
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el carboxi-polietilenglicol-amino (COOH-PEG-NH2) que también se unen mediante sus grupos
tiol y amino respectivamente, con la estabilizacion lograda a través de la repulsion electrostatica
y el impedimento estérico. La interaccion entre las NPs y las MCs se produce principalmente a
través de interacciones hidrofdbicas, la adsorcion de diferentes aminoacidos a la superficie de
las NPs, y enlaces S-Pd con el amino&cido cisteina.

Las mediciones del tamafio hidrodinamico de las PANCs funcionalizadas mostraron que
COOH-PEG-HS era méas estable que NH2-PEG-COOH, que mostraron un considerable
aumento en el tamafio hidrodindmico después de 24 horas. Esto puede deberse a la debilidad
del enlace entre el grupo amino y el Pd en comparacién con el enlace formado por el grupo tiol
y el Pd. En el caso de las PANDs, no fue posible la funcionalizacion siguiendo el mismo
protocolo. Estas PANDs se estabilizan con PEI, la estructura altamente ramificada de este
polimero, junto con su abundancia de grupos amino, proporciona multiples puntos de anclaje
en la superficie de Pd, lo cual dificulta el reemplazo de PEI por otro polimero.

Para estudiar las propiedades cataliticas de las PdNPs funcionalizadas, se utilizé la
reduccion del AM con NaBHz en agua como reaccion modelo. La evaluacion se realizd
mediante espectroscopia UV-Vis, siguiendo la progresiva decoloracion de la solucion. Se
recurrio al modelo de Langmuir-Hinshelwood para describir la cinética de la reaccion,
postulando que los reactivos se adsorben primero en la superficie del catalizador antes de
reaccionar. La k para cada sistema catalitico basado en Pd se determind considerando una
cinética de primer orden. Los resultados revelaron que los sistemas evaluados presentaban
valores de k superiores a los reportados en la literatura para la reduccion del AM con
catalizadores basados en NPs de Pd. Se encontré que los sistemas que utilizan PANC y
PANCs@PEG presentaron las mejores constantes cinéticas. En contraposicion, se observé que
la funcionalizacion con PEG o MC no disminuydé significativamente la constante cinética.
También se investigd la reutilizacion de los sistemas cataliticos a través de tres reacciones
consecutivas, aunque no fue eficiente para todos los sistemas, el sistema con MC mostrd los
resultados més favorables.

Finalmente, se examin6 el encapsulamiento de PANC en corazas de ZIF-8 de distintos
grosores como estrategia para lograr la estabilizacion de los PANC en entornos fisioldgicos.
Ademas de proporcionar proteccion a las NPs, el ZIF-8 permite el flujo controlado de los
reactivos hacia el nucleo catalizador del nanocompuesto debido a sus propiedades porosas. Se
estudiaron diversas variables en la sintesis de los NCs, como la concentracién de CTAB, el
tiempo de sintesis y la temperatura, en el efecto en el tamafio final de los nanocompuestos. Se
observd que el tiempo de exposicién afectd el tamafio de los nanocompuestos, aungue no su
forma. A medida que se aumentaba el tiempo de sintesis, el tamafio de los hanocompuestos
también aumentaba hasta alcanzar un tamafio estable después de 3 horas. Ademas, se encontrd
que la concentracion de CTAB influia en el tamafio de los nanocompuestos, con un tamafio
menor a medida que se aumentaba la concentracion de CTAB. La temperatura también tuvo un
efecto en el tamafio de los nanocompuestos, con un tamafio méas pequefio cuando la sintesis se
realizaba a bajas temperaturas. En general, se observo una relacion exponencial entre el
diametro hidrodinamico y el tiempo de sintesis, asi como una relacién lineal entre el diametro
hidrodinamico y la concentracion de CTAB. La reduccion en el tamafio de los nanocompuestos
a medida que se aumentaba la concentracion de CTAB se atribuyd al efecto de las moléculas
de CTAB en la cinética de crecimiento del ZIF-8.
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RESUMO

As NPs, debido a sGa dimension, forma e composicion, manifestan un conxunto de
propiedades idiosincrasicas que non se observan en moléculas individuais nin en materiais
macroscopicos. Estas peculiaridades abranguen comportamentos mecanicos, térmicos,
magnéticos, electronicos, dpticos e cataliticos especificos. No proceso de miniaturizacion das
NPs a unha escala nanométrica, obsérvase un incremento na relacion superficie-volume,
inducindo transformaciéns significativas nas stas estruturas atbmicas e nas stas propiedades
fisicoquimicas en comparacion cos materiais macroscopicos correspondentes. Adicionalmente,
a morfoloxia das NPs xoga un papel determinante nas stas propiedades, tales como a
anisotropia nas propiedades Opticas, magnéticas e cataliticas. Todas estas caracteristicas
posicionan as NPs como actores potenciais en disciplinas como a biomedicina, a electronica e
a catalise.

E relevante considerar, sen embargo, as cuestions emerxentes relacionadas coa toxicidade
e a seguridade das NPs, que poden verse influidas por aspectos como o tamafio, a forma, a
composicion quimica, a carga superficial, a actividade catalitica, a dose e a superficie das
particulas. Adicionalmente, outro desafio inherente a estas é a sta tendencia a agregacion, a cal
pode resultar na perda progresiva das stas propiedades. Especificamente no contexto bioldxico,
é necesario ter en conta fendémenos como a formacién dunha coroa proteica ao redor das NPs,
gue pode modificar a sUa interaccidn con barreiras bioldxicas e células. Recorrese s veces a
ligandos, como o PEG, para estabilizar as NPs e reducir a adsorcion inespecifica de proteinas.

Unha estratexia alternativa para a estabilizacién das NPs e a prevencion da sUa agregacion
consiste na funcionalizacidn destas, particularmente a través da sua encapsulacion en MOFs
como o ZIF-8. Os MOFs son materiais porosos que se compofien de iones metalicos ou
conxuntos de metais unidos a moléculas organicas, conformando estruturas tridimensionais. A
alta porosidade e diversidade quimica dos MOFs son os seus atributos mais destacables.

Entre as aplicacions potenciais das NPs, o seu uso como vehiculos para a administracion
de farmacos é unha innovacion relevante na farmacoloxia. A encapsulacién de axentes
farmacoloxicos en nanocompostos, derivados da combinacion de NPs plasmonicas e ZIF-8,
permite a liberacion controlada destes compostos en obxectivos terapéuticos especificos
mediante a activacion cun laser NIR. Non obstante, a capacidade limitada de penetracion da luz
nos tecidos é un obstaculo destes sistemas, o cal pode ser superado mediante o uso de MNPs
que xeran calor en resposta a campos magnéticos alternos ou rotatorios.

Unha bioaplicacion adicional é o emprego de PdNPs en quimica bioortogonal para
promover a conversion localizada de moléculas terapeuticamente inactivas (profarmacos) en
axentes citotdxicos, no interior de células. Este procedemento require a funcionalizacién con
axentes biocompatibles que estabilicen e protexan estas nanoparticulas en medios bioldxicos.

Esta tese de doutoramento enfdcase na sintese, caracterizacion, funcionalizacion e
aplicacions de distintos tipos de NPs.

No terceiro capitulo, analizanse diversos aspectos cruciais das NPs plasmoénicas que se
organizan en duas subseccions: i) a sintese, funcionalizacion e o impacto da co-exposicion de
NPs plasmonicas na sta degradacion, ii) a influencia da funcionalizacion das AUNRs con PEG
na dinamica das proteinas na biocoroa, e a encapsulacion das AUNRs e AuNSs en ZIF-8 para o
seu uso en aplicacions como substratos SERS.
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Nunha anélise mais detallada, na primeira subseccion sintetizaronse AuNPs, AgNPs e
CuNPs estables en CHCIs, de aproximadamente 15 nm de diametro, e transfirironse a auga
mediante un revestimento con PMA. Investigouse a estabilidade e degradacién das NPs, tanto
individualmente como en combinacions, asi como a sta potencial citotoxicidade. A traves da
espectroscopia UV-Vis e das medicions de concentracion mediante ICP, atopouse que as
AUNPs e AgNPs preservan a sUa estabilidade a 37 °C en auga durante, polo menos, 72 horas,
mentres que as CuNPs mostraron indicios de degradacion, reflectidos nun desprazamento ao
vermello do LSPR e un aumento do Cu?" disolto en dispersions de CuNPs, & medida que
transcorria o tempo. As dispersions de AuNPs-AgNPs combinadas demostraron estabilidade.
Non obstante, as mesturas que incluin CuNPs (AuNPs-CuNPs, AgNPs-CuNPs, AuNPs-
AgNPs-CuNPs) evidenciaron a degradacién das CuNPs, similar ao comportamento das CuNPs
individuais. Dita degradacion foi mais notable durante as primeiras horas e logo estabilizouse.

A través da proba de viabilidade con resazurina, estudouse a citotoxicidade das NPs e as
stias combinacions nos cultivos celulares A549. As NPs de Au e Ag manifestaron unha
toxicidade baixa, mantendo alta a viabilidade celular en todas as concentracions analizadas.
Non obstante, as CuNPs mostraron unha diminucién na viabilidade celular & concentracion
mais alta de 5 nM, probablemente debido & liberacion de ions Cu2+ tdxicos. Con respecto as
combinacions de NPs, detectouse unha leve reducion na viabilidade celular a 5 nM para as
combinacions AgNPs-CuNPs e AuNPs-AgNPs-CuNPs, o que poderia indicar un efecto
sinérgico das AgNPs no aumento da toxicidade das CuNPs.

Estes descubrimentos iniciais suxiren a necesidade de realizar investigacions mais
profundas para entender mellor a interaccion entre diferentes NPs, a sGa degradacion e a
citotoxicidade resultante. Este estudo poderia expandirse para incluir diferentes tipos de
cultivos celulares e unha gama mais extensa de concentracions de NPs, proporcionando unha
perspectiva mais detallada do impacto da co-exposicion a diferentes NPs.

Na seguinte subseccién, describese a sintese de AuNRs que posteriormente foron
sometidos a un proceso de PEGilacién para manipular a sta carga superficial. As cargas
superficiais foron modificadas a positivas, negativas ou neutras utilizando diferentes PEGs
tiolados. A nosa caracterizacion detallada das particulas resultantes indicou que tales
modificacions non provocaron alteracions significativas no LSPR.

Empregaronse as AuNRs funcionalizadas para investigar as interacciéns coa BSA como
un modelo de biocoroa protéica. Atopamos que a magnitude da interaccion e a constante de
disociacién dependian da carga superficial das NPs. Ademais, investigouse a internalizacion
das AuNRs en celulas HelLa e avaliouse como a formacién da biocoroa e o tratamento
fototérmico influian neste proceso. Ainda que a PEGilacién e a formacidn da coroa de proteinas
atenuaban a internalizacion celular, a adsorcion de BSA diminuiu notablemente despois do
tratamento fototérmico, especialmente nas mostras con carga positiva. Con todo, a
internalizacion das AuNRs tras este tratamento s6 diminuiu significativamente nas mostras non
PEGiladas, o que suxire que as cargas superficiais non influiron de maneira notable na
captacion celular.

A continuacion, procedeuse a encapsulacién de AuNRs en ZIF-8, xerando asi un
nanocomposto de estrutura nucleo-cascaron. As AuNRs estabilizaronse con CTAB e estudouse
0 impacto do emprego de diferentes concentracions de CTAB durante a sintese na morfoloxia
dos NCs, comprobando que o tamafio dos NCs diminuiu ao aumentar a concentracion de CTAB.
Os tamafios promedio dos NCs obtivéronse utilizando o software Imagel, dando como
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resultado, por exemplo, 169 + 13 nm e 160 + 8 nm para as concentracions de 0,2 e 0,4 g.I" de
CTAB, respectivamente.

Tamén se avaliou a estabilidade dos NCs en varios medios, utilizando DLS para rastrexar
as variacions de tamafio hidrodindmico ao longo do tempo. Observamos que os NCs de
AuNR@ZIF-8 redispostos en auga presentaban unha diminucion significativa de tamafio.
Atoparonse resultados semellantes para os NCs redispostos en PSF. Para protexer os NCs da
degradacion en medios acuosos, foron recubertos con PMA. Tras o procedemento de
recubrimento, os NCs conservaron a sta morfoloxia e o analise de DLS indicou que eran
estables en auga.

Finalmente, abordouse a sintese e aplicacion de NCs baseados en AuNSs e ZIF-8 como
substratos para SERS. Este enfoque capitalizou a sinerxia entre as caracteristicas distintivas das
AUNSs e 0 ZIF-8, en particular, as propiedades plasmdnicas das AuNSs e a porosidade xunto
coa ampla superficie do ZIF-8.

Para os ensaios de SERS, elixironse dous compostos, 4-MBA e RoB. As probas iniciais
suxiren que as moléculas poden difundirse a traves dos poros do ZIF-8 ata alcanzar as AUNSs
aloxadas no nucleo do nanocomposto, permitindo asi a deteccidén destas moléculas mediante
SERS. Observouse unha relacion lineal entre a intensidade do pico Raman a 1074 cm™ e a
concentracion de 4-MBA no rango de 10 a 10° M, o que suxire a aplicabilidade deste sistema
para a cuantificacion de analitos.

O capitulo 4 dividese en dous subapartados, i) a sintese, funcionalizacion e caracterizacion
das MNPs, estudou a influencia do dopaxe con Co nas propiedades magnéticas das MNPs e 0
proceso de transferencia a un medio acuoso e ii) a elaboracion de nanocompostos estables.

No primeiro subapartado, describese o proceso de sintese das MNPs mediante un método
de descomposicion térmica dun precursor metalico. Con este método obtivéronse MNPs
esféricas de diferentes tamafios e baixa polidispersidade. Atopouse que estas MNPs exhibian
propiedades magnéticas, insuficientes para xerar calor, que foron melloradas ao someter as
MNPs a un proceso de recozido.

A continuacion, abdrdase a funcionalizacion e estabilidade das MNPs nun medio acuoso
utilizando PMA. As MNPs foron recubertas con PMA para mellorar a sua estabilidade en
soluciéns acuosas e permitir a sta funcionalizacién con moléculas que presenten un grupo
amino terminal. Un exemplo desa funcionalizacion implicou o uso de 6-AF. Sen embargo, s6
unha pequena fraccion da cantidade total de 6-AF engadida adhiriuse a MNPs, probablemente
debido ao exceso de PMA que se eliminou durante o lavado posterior ao recubrimiento
polimérico.

Examinouse a influencia do dopado con Co nas propiedades magnéticas das MNPs.
Sintetizaronse MNPs-Co reemprazando parcialmente os ions Fe?* nas posicions octaédricas da
estrutura da magnetita con i6ns Co?* en varias proporcions. As MNPs transfirironse a auga
mediante un recubrimiento con PMA e caracterizaronse as propiedades magnéticas por medio
do SQUID. As medidas realizadas a diferentes temperaturas mostraron que a concentracion de
Co tivo un impacto significativo nas propiedades magnéticas das MNPs. A unha temperatura
de 10 K, as MNPs con maior concentracion de Co presentan unha maior magnetizacion
remanente. A 295 K, observouse un comportamento inusual nas propiedades magnéticas das
nanoparticulas dopadas con cobalto. A medida que aumentaba a concentracion de dopado de
Co?*, produciuse unha transicion dunha anisotropia magnética negativa a unha positiva.
Ademais, as nanoparticulas dopadas con un 0,08 de Co mostraron un comportamento
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superparamagnético. Estas descubertas indican a complexidade das interaccions magnéticas
nos materiais dopados.

Estudouse a transferencia de MNPs a medios acuosos mediante a utilizacion de CTAB. As
MNPs recubertas de AO foron transferidas a un medio acuoso empregando un protocolo
baseado na formacion dunha bicapa AO-CTAB. A través das medidas de tamafio hidrodindmico
usando DLS, buscouse un procedemento eficiente para transferir MNPs ao medio acuoso
minimizando a agregacion.

Posteriormente, coas MNPs estabilizadas en auga, sintetizaronse nanocompostos de MNP
recubierto con ZIF-8, co obxectivo final de desefiar un sistema capaz de lograr a liberacion
controlada de moléculas no interior das células mediante estimulos externos como AMF ou
RMF. A eficiencia de encapsulamento de MNPs e o control sobre o seu tamafio demostraronse
mediante a medicion dos tamafos hidrodinamicos e a caracterizacion morfoldxica a través de
SEM. Os resultados revelaron que ao aumentar a concentraciéon de MNPs na sintese, diminuiu
o tamafio dos nanocompostos de ZIF-8, o que sugire unha alta eficiencia de encapsulamento e
certo grado de control sobre o seu tamafio.

Estudouse a encapsulacion de CV en MNPs recubertas de MNP@ZIF-8 para a sla
aplicacion na entrega controlada de medicamentos. Os resultados mostraron que a
encapsulacion do CV non afectou a morfoloxia, tamafio, ou radio hidrodinamico dos NCs.

Para evitar a degradacion de ZIF-8 en medios acuosos e asegurar a estabilidade dos
MNP@ZIF-8(CV), levouse a cabo un recubrimiento con PMA, o que permitiu a estabilidade
coloidal en medios acuosos. A avaliacion da estabilidade térmica e a porosidade dos
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF mediante analise termogravimétrico e BET, respectivamente,
indicou unha boa estabilidade térmica ata 400°C e confirmou a microporosidade dos NCs.

Ademais, empregouse WAXS para avaliar a cristalinidade dos MNP@ZIF-8(CV)-PMA-
6-AF, os resultados confirmaron a alta cristalinidade e que a funcionalizacién con PMA non
afectou a estrutura cristalina dos MNP@ZIF-8.

O capitulo 5 aborda a sintese, caracterizacion e funcionalizacion das PANPs, o estudo da
stia eficiencia como catalizadores e a sta encapsulacion en ZIF-8.

Primeiramente, sintetizaronse e caracterizdronse PdNCs e PdNDs debido ao seu
rendemento catalitico prometedor grazas ao seu tamafio e forma. As PdNDs, pola sla
morfoloxia amorfa, presentan unha superficie especifica maior, o que deberia reflectirse en
mellores propiedades cataliticas.

As PdNCs estabilizadas en auga mediante CTAB presentan citotoxicidade, polo que se
estudou a posibilidade de substituir o CTAB por moléculas non citotoxicas que puidesen
estabilizar as NPs en medios acuosos. Investigouse a estabilizacién das PANPs con PEG e MC,
e examinouse o impacto destes revestimentos nas propiedades cataliticas das NPs. Utilizaronse
tres tipos de PEG: o metoxi-polietilenglicol-tiol (MeO-PEG-SH), que se une a superficie do Pd
a traves do grupo tiol, estabilizando as nanoparticulas por impedimento estérico; o carboxi-
polietilenglicol-tiol (COOH-PEG-HS) e o carboxi-polietilenglicol-amino (COOH-PEG-NH2)
que tamén se unen mediante 0s seus grupos tiol e amino respectivamente, conseguindo a
estabilizacion a través da repulsion electrostatica e o impedimento estérico. A interaccion entre
as NPs e as MCs producese principalmente por interaccions hidrofdébicas, adsorcion de
diferentes aminoacidos na superficie das NPs, e ligazdns S-Pd co aminodcido cisteina.
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As medidas do tamafio hidrodindmico das PdNCs funcionalizadas mostraron que COOH-
PEG-HS era mais estable que NH2-PEG-COQOH, que mostraron un incremento considerabel no
tamafio hidrodindmico despois de 24 horas. Isto pode ser debido & debilidade da ligazén entre
0 grupo amino e o Pd en comparacion coa ligazon formada polo grupo tiol e o Pd. No caso das
PdNDs, non foi posible a funcionalizacion seguindo o mesmo protocolo. Estas PANDs
estabilizanse con PEI, cuxa estructura altamente ramificada, xunto coa abundancia de grupos
amino, ofrece multiples puntos de anclaxe na superficie do Pd, complicando a substitucion do
PEI por outro polimero.

Para estudar as propiedades cataliticas das PANPs funcionalizadas, empregouse a reducion
do AM con NaBH4 en auga como reaccion modelo. A avaliacion realizouse mediante
espectroscopia UV-Vis, seguindo a decoloracion progresiva da solucién. Recorreuse ao modelo
de Langmuir-Hinshelwood para describir a cinética da reaccion, postulando que os reactivos
adsorbense primeiro na superficie do catalizador antes de reaccionar. A k para cada sistema
catalitico baseado en Pd determinouse considerando unha cinética de primeiro orde. Os
resultados mostraron que os sistemas avaliados presentaban valores de k superiores aos
informados na literatura para a reducion do AM con catalizadores baseados en NPs de Pd.
Atopouse que os sistemas que usan PANC e PANCs@PEG presentaron as mellores constantes
cinéticas. Contrariamente, observouse que a funcionalizacion con PEG ou MC non diminuiu
significativamente a constante cinética. Tamén se investigou a reutilizacion dos sistemas
cataliticos mediante tres reaccions consecutivas. Ainda que non foi eficiente para todos os
sistemas, o sistema con MC mostrou os resultados mais favorabeis.

Finalmente, examinouse a encapsulacion de PANC en carcasas de ZIF-8 de diferentes
grosores como estratexia para conseguir a estabilizacion dos PANC en ambientes fisioloxicos.
Ademais de proporcionar proteccion s NPs, o ZIF-8 permite o fluxo controlado dos reactivos
cara ao nucleo catalizador do nanocompuesto debido &s suas propiedades porosas. Estudaronse
diversas variables na sintese dos NCs, como a concentracion de CTAB, o tempo de sintese e a
temperatura, sobre o efecto no tamafio final dos nanocompuestos. Observouse que o tempo de
exposicién afectou o tamafio dos hanocompuestos, ainda que non a sta forma. A medida que
se incrementaba o tempo de sintese, o tamafio dos nanocompuestos tamén incrementaba ata
alcanzar un tamafio estabel despois de 3 horas. Ademais, descubriuse que a concentracion de
CTAB influia no tamafio dos nanocompuestos, con un tamafio menor & medida que se
incrementaba a concentracion de CTAB. A temperatura tamén tivo un efecto no tamafio dos
nanocompuestos, sendo menor cando a sintese realizdbase a temperaturas baixas. En xeral,
observouse unha relacion exponencial entre o didmetro hidrodinamico e o tempo de sintese, asi
como unha relacion lineal entre o diametro hidrodindmico e a concentracion de CTAB. A
reducion no tamafio dos hanocompuestos ao incrementar a concentracién de CTAB atribuiuse
ao efecto das moléculas de CTAB na cinética de crecemento do ZIF-8.
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ABSTRACT

NPs, due to their size, shape, and composition, exhibit a series of idiosyncratic properties
that are not observed in individual molecules or macroscopic materials. These peculiarities
encompass specific mechanical, thermal, magnetic, electronic, optical, and catalytic behaviors.
In the process of downsizing NPs to the nanoscale, an increase in the surface-to-volume ratio
Is observed, inducing significant transformations in their atomic structures and physicochemical
properties compared to those of macroscopic materials. Additionally, the morphology of NPs
plays a determining role in their properties, such as anisotropy in optical, magnetic, and
catalytic properties. All these characteristics position NPs as potential actors in disciplines such
as biomedicine, electronics, and catalysis.

However, it is relevant to consider emerging issues related to the toxicity and safety of
NPs, which can be influenced by aspects such as size, shape, chemical composition, surface
charge, catalytic activity, dose, and surface of the particles. Additionally, another inherent
challenge of NPs is their tendency to aggregate, which can result in the progressive loss of their
properties. Specifically, in the biological context, phenomena such as the formation of a protein
corona around NPs need to be taken into account, as it can modify their interaction with
biological barriers and cells. Ligands such as PEG are often used to stabilize NPs and reduce
non-specific protein adsorption.

An alternative strategy for stabilizing NPs and preventing their aggregation Is their
functionalization, particularly through encapsulation in MOFs such as ZIF-8. MOFs are porous
materials composed of metal ions or clusters of metals bonded to organic molecules, forming
three-dimensional structures. The high porosity and chemical diversity of MOFs are their most
remarkable attributes.

Among the potential applications of NPs, their use as vehicles for drug delivery is a relevant
innovation in pharmacology. The encapsulation of pharmacological agents in nanocomposites
derived from the combination of plasmonic NPs and ZIF-8 allows for the controlled release of
these compounds into specific therapeutic targets through activation with a NIR laser. However,
the limited penetration capacity of light in tissues is an obstacle for these systems, which can
be overcome by using MNPs that generate heat in response to alternating or rotating magnetic
fields.

An additional bioapplication is the use of PANPs in bioorthogonal chemistry to promote
the localized conversion of therapeutically inactive molecules (prodrugs) into cytotoxic agents
within cells. This procedure requires the functionalization with biocompatible agents that
stabilize and protect these nanoparticles in biological media.

This doctoral thesis focuses on the synthesis, characterization, functionalization, and
applications of different types of NPs.

In the third chapter, various crucial aspects of plasmonic NPs are analyzed in two
subsections: i) synthesis, functionalization, and the impact of co-exposure of plasmonic NPs on
their degradation, ii) the influence of functionalization of AuNRs with PEG on protein
dynamics in the biocorona, and the encapsulation of AUNRs and AuNSs in ZIF-8 for use in
applications such as SERS substrates.

In a more detailed analysis, in the first subsection, stable AuUNPs, AgNPs, and CuNPs were
synthesized in CHCIs with an approximate diameter of 15 nm and transferred to water through
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PMA coating. The stability and degradation of the NPs, both individually and in combinations,
as well as their potential cytotoxicity, were investigated. UV-Vis spectroscopy and
concentration measurements using ICP revealed that AuNPs and AgNPs preserved their
stability at 37 °C in water for at least 72 hours, while CuNPs showed signs of degradation,
reflected in a redshift of LSPR and an increase in dissolved Cu2+ in CuNPs dispersions over
time. Combined dispersions of AuNPs-AgNPs demonstrated stability. However, mixtures
including CuNPs (AuNPs-CuNPs, AgNPs-CuNPs, AuNPs-AgNPs-CuNPs) evidenced the
degradation of CuNPs, similar to the behavior of individual CuNPs. This degradation was more
notable during the first hours and then stabilized.

The viability assay with resazurin was used to study the cytotoxicity of NPs and their
combinations in A549 cell cultures. AuNPs and AgNPs showed low toxicity, maintaining high
cell viability at all analyzed concentrations. However, CuNPs showed a decrease in cell
viability at the highest concentration of 5 nM, probably due to the release of toxic Cu2+ ions.
Regarding the combinations of NPs, a slight reduction in cell viability at 5 nM was detected for
AgNPs-CuNPs and AuNPs-AgNPs-CuNPs combinations, which could indicate a synergistic
effect of AgNPs in increasing the toxicity of CuNPs.

These initial findings suggest the need for further research to better understand the
interaction between different NPs, their degradation, and the resulting cytotoxicity. This study
could be expanded to include different types of cell cultures and a wider range of NP
concentrations, providing a more detailed perspective on the impact of co-exposure to different
NPs.

In the following subsection, the synthesis of PEGylated AuNRs to manipulate their surface
charge is described. The surface charges were modified to positive, negative, or neutral using
different thiolated PEGs. Detailed characterization of the resulting particles indicated that such
modifications did not cause significant alterations in LSPR.

The functionalized AuNRs were used to investigate interactions with BSA as a model of
protein biocorona. It was found that the magnitude of the interaction and the dissociation
constant depended on the surface charge of the NPs. Additionally, the internalization of AUNRs
in HeLa cells was investigated, and the influence of biocorona formation and photothermal
treatment on this process was evaluated. Although PEGylation and protein corona formation
attenuated cellular internalization, BSA adsorption decreased significantly after photothermal
treatment, especially in samples with a positive charge. However, the internalization of AUNRS
after this treatment only decreased significantly in non-PEGylated samples, suggesting that
surface charges did not notably influence cellular uptake.

Next, the encapsulation of AuNRs in ZIF-8 was performed, generating a core-shell
nanocomposite structure. The AuNRs were stabilized with CTAB, and the impact of using
different concentrations of CTAB during synthesis on the morphology of the NCs was studied,
confirming that the size of the NCs decreased with increasing CTAB concentration. The
average sizes of the NCs were obtained using ImageJ software, resulting, for example, in 169
+ 13 nm and 160 + 8 nm for concentrations of 0.2 and 0.4 g.I"* of CTAB, respectively.

The stability of the NCs in various media was evaluated using DLS to track hydrodynamic
size variations over time. It was observed that the redispersed AUNR@ZIF-8 NCs in water
exhibited a significant size decrease. Similar results were found for NCs redispersed in PSF. To
protect the NCs from degradation in aqueous media, they were coated with PMA. After the
coating process, the NCs retained their morphology, and DLS analysis indicated their stability
in water.
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Finally, the synthesis and application of Au NSs and ZIF-8-based nanocomposites were
addressed in chapter 4. This approach capitalized on the synergy between the distinctive
features of AuNSs and ZIF-8, particularly the plasmonic properties of AuNSs and the porosity
along with the extensive surface area of ZIF-8.

For the SERS assays, two compounds, 4-MBA and RoB, were chosen. Initial tests
suggested that the molecules could diffuse through the pores of ZIF-8 to reach the AuNSs
housed in the core of the nanocomposite, enabling the detection of these molecules via SERS.
A linear relationship was observed between the Raman peak intensity at 1074 cm™ and the
concentration of 4-MBA in the range of 10°to 10®° M, suggesting the applicability of this
system for analyte quantification.

Chapter 4 is divided into two subsections: i) synthesis, functionalization, and
characterization of MNPs, studying the influence of Co doping on the magnetic properties of
MNPs and the transfer process to an aqueous medium, and ii) the development of stable
nanocomposites.

In the first subsection, the synthesis of MNPs through a thermal decomposition method of
a metal precursor is described. This method yielded spherical MNPs of different sizes with low
polydispersity. These MNPs exhibited magnetic properties that were insufficient to generate
heat, which were improved by subjecting the MNPs to an annealing process.

Subsequently, the functionalization and stability of MNPs in an aqueous medium using
PMA were addressed. The MNPs were coated with PMA to enhance their stability in aqueous
solutions and enable their functionalization with molecules presenting a terminal amino group.
One example of such functionalization involved the use of 6-AF. However, only a small fraction
of the total amount of added 6-AF adhered to the MNPs, likely due to the excess PMA that was
removed during the post-polymeric coating washing step.

The influence of Co doping on the magnetic properties of MNPs was examined. MNPs-Co
were synthesized by partially replacing Fe?* ions in the octahedral positions of the magnetite
structure with Co?* ions in various proportions. The MNPs were transferred to water through
PMA coating, and their magnetic properties were characterized using SQUID. Measurements
at different temperatures showed that the Co concentration had a significant impact on the
magnetic properties of the MNPs. At a temperature of 10 K, MNPs with higher Co
concentration exhibited higher remanent magnetization. At 295 K, an unusual behavior was
observed in the magnetic properties of cobalt-doped nanoparticles. As the Co?* doping
concentration increased, a transition from negative magnetic anisotropy to positive anisotropy
occurred. Additionally, nanoparticles doped with 0.08 Co showed superparamagnetic behavior.
These findings indicate the complexity of magnetic interactions in doped materials.

The transfer of MNPs to aqueous media using CTAB was studied. AO-coated MNPs were
transferred to an aqueous medium using a protocol based on the formation of an AO-CTAB
bilayer. Hydrodynamic size measurements using DLS were employed to find an efficient
procedure for transferring MNPs to the aqueous medium while minimizing aggregation.

Subsequently, with the MNPs stabilized in water, MNP@ZIF-8 nanocomposites were
synthesized, aiming to design a system capable of achieving controlled release of molecules
inside cells through external stimuli such as AMF or RMF. The encapsulation efficiency of
MNPs and control over their size were demonstrated by measuring the hydrodynamic sizes and
performing morphological characterization using SEM. The results revealed that increasing the

46



Abstract

concentration of MNPs in the synthesis resulted in smaller sizes of the ZIF-8 nanocomposites,
suggesting high encapsulation efficiency and a certain degree of control over their size.

The encapsulation of CV in MNP-coated MNP@ZIF-8 for application in controlled drug
delivery was investigated. The results showed that the encapsulation of CV did not affect the
morphology, size, or hydrodynamic radius of the NCs.

To prevent ZIF-8 degradation in aqueous media and ensure the stability of MNP@ZIF-
8(CV), they were coated with PMA, which provided colloidal stability in aqueous media.
Evaluation of the thermal stability and porosity of MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF through
thermogravimetric analysis and BET confirmed good thermal stability up to 400°C and
confirmed the microporosity of the NCs.

Wide-angle X-ray scattering (WAXS) was employed to assess the crystallinity of
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF, and the results confirmed high crystallinity and that
functionalization with PMA did not affect the crystal structure of MNP@ZIF-8.

Chapter 5 encompasses the synthesis, characterization, functionalization, and application
of PANPs, the study of their efficiency as catalysts, and their encapsulation in ZIF-8.

First, PANCs and PdNDs were synthesized and characterized due to their promising
catalytic performance based on their size and shape. PANDs, with their amorphous morphology,
exhibit a higher specific surface area, which should translate into improved catalytic properties.

PdNCs stabilized in water using CTAB exhibited cytotoxicity, so the possibility of
replacing CTAB with non-toxic molecules that could stabilize the NPs in aqueous media was
investigated. The stabilization of PANPs with PEG and MC was explored, and the impact of
these coatings on the catalytic properties of the NPs was examined. Three types of PEG were
used: methoxy-polyethylene glycol-thiol (MeO-PEG-SH), which binds to the Pd surface
through the thiol group, stabilizing the nanoparticles through steric hindrance, carboxy-
polyethylene glycol-thiol (COOH-PEG-HS), and carboxy-polyethylene glycol-amino (COOH-
PEG-NH2), both of which bind through their thiol and amino groups, respectively, with
stabilization achieved through electrostatic repulsion and steric hindrance. The interaction
between the NPs and MCs mainly occurs through hydrophobic interactions, the adsorption of
different amino acids to the NP surface, and S-Pd bonds with the amino acid cysteine.

Hydrodynamic size measurements of functionalized PdNCs showed that COOH-PEG-HS
was more stable than NH2-PEG-COOH, which exhibited a considerable increase in
hydrodynamic size after 24 hours. This could be due to the weaker bond between the amino
group and Pd compared to the bond formed by the thiol group and Pd. In the case of PANDs,
functionalization following the same protocol was not possible. These PANDs were stabilized
with PEI, and the highly branched structure of this polymer, along with its abundance of amino
groups, provides multiple anchoring points on the Pd surface, making it difficult to replace PEI
with another polymer.

To study the catalytic properties of the functionalized PANPs, the reduction of AM with
NaBHs4 in water was used as a model reaction. Evaluation was performed using UV-Vis
spectroscopy by monitoring the progressive decolorization of the solution. The Langmuir-
Hinshelwood model was employed to describe the reaction kinetics, postulating that the
reactants first adsorb on the catalyst's surface before reacting. The rate constant (k) for each Pd-
based catalytic system was determined considering first-order kinetics. The results revealed that
the evaluated systems exhibited higher k values than those reported in the literature for the
reduction of AM using Pd NP-based catalysts. The systems utilizing PANCs and PANCs@PEG
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showed the best kinetic constants. In contrast, functionalization with PEG or MC did not
significantly decrease the kinetic constant. The reusability of the catalytic systems was also
investigated through three consecutive reactions, although it was not efficient for all systems.
The system with MC showed the most favorable results.

Finally, the encapsulation of PANCs in ZIF-8 shells with varying thicknesses was examined
as a strategy to achieve the stabilization of PANCs in physiological environments. In addition
to providing protection to the NPs, ZIF-8 allows for controlled flow of reactants to the catalytic
core of the nanocomposite due to its porous properties. Several variables in the synthesis of the
NCs, such as CTAB concentration, synthesis time, and temperature, were studied for their effect
on the final size of the nanocomposites. It was observed that the exposure time affected the size
of the nanocomposites, although not their shape. As the synthesis time increased, the size of the
nanocomposites also increased until reaching a stable size after 3 hours. Furthermore, it was
found that the CTAB concentration influenced the size of the nanocomposites, with smaller
sizes obtained as the CTAB concentration increased. Temperature also had an effect on the size
of the nanocomposites, with smaller sizes observed when the synthesis was carried out at lower
temperatures. Overall, an exponential relationship between the hydrodynamic diameter and the
synthesis time was observed, as well as a linear relationship between the hydrodynamic
diameter and the CTAB concentration. The reduction in size of the nanocomposites with
increasing CTAB concentration was attributed to the effect of CTAB molecules on the growth
Kinetics of ZIF-8.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

Sintesis, funcionalizacion y caracterizacion de diversas NPs plasmdnicas, estudio
de su interaccion con proteinas y su potencial aplicacion en espectroscopia SERS.

Sintesis, caracterizacion y dopaje de MNPs, asi como el desarrollo de
nanocompuestos estables y controlados para aplicaciones biomédicas potenciales,
aprovechando las propiedades magnéticas.

Sintesis, caracterizacion y estabilizacion de PdNPs en medios acuosos con
recubrimientos no citotoxicos, analisis de como estos recubrimientos afectan a sus
propiedades cataliticas y explorar la estrategia de encapsulamiento en corazas de
ZIF-8 para lograr su estabilizacion en entornos fisioldgicos.

Objetivos especificos

Capitulo 3:

1)

2)

3)

Sintesis y funcionalizacion de NPs plasmonicas: El primer objetivo de la tesis es
abordar la sintesis y post-funcionalizacion de NPs plasménicas de diferentes
materiales (Au, Ag y Cu) y morfologias (esferas, barras y estrellas). Se busca
obtener NPs con dimensiones equivalentes y transferirlas desde una fase de
disolvente organico al agua mediante el recubrimiento de su superficie con una capa
de PMA, un polimero anfifilico. El estudio se enfoca en la co-exposicién de estas
NPs plasmoénicas para analizar como afecta a sus propiedades Opticas y su
degradacion con el tiempo, centrandose especificamente en el efecto del material,
eliminando la influencia del tamafio y la quimica superficial.

Funcionalizacién de NPs plasmdnicas con PEG y estudio de la dinamica de la
biocorona proteica: El segundo objetivo se centra en la funcionalizacién de AuNRs
y andlisis del impacto de su funcionalizacion con PEG en la dinamica de la
biocorona proteica en medios bioldgicos. Se estudia la interaccion de diferentes
AuNRs PEGilados con diferentes cargas superficiales con la BSA antes y después
de la irradiacion laser en el rango NIR.

Recubrimiento de AuNRs y AuNSs con ZIF-8 y empleo como sustratos SERS: El
tercer objetivo trata sobre el recubrimiento de AuNRs y AuUNSs con un
recubrimiento de ZIF-8 para evitar la degradacion en medios acuosos. Se explora
la posibilidad de crecer capas de ZIF-8 de diferente grosor. Ademas, se investiga el
uso de nanocompuestos formados por agregados de AuNSs recubiertas con ZIF-8
como sustratos para espectroscopia SERS.
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Obijetivos

Capitulo 4:

1)

2)

Sintesis y dopaje de MNPs: EI primer objetivo del capitulo 4 es abordar la sintesis
de MNPs estables en medio organico y examinar el impacto del dopaje con bajas
proporciones de Co en sus propiedades magnéticas.

Elaboracion de nanocompuestos estables: EI segundo objetivo se enfoca en la
transferencia de las MNPs desde un medio organico a un medio acuoso y la
elaboracion de nanocompuestos estables en ambientes acuosos. Estos
nanocompuestos constan de un nicleo de MNP recubierto por una estructura porosa
de ZIF-8. Se busca disefiar nanocompuestos que puedan ser activados por estimulos
externos (campos magneticos) para liberar moléculas de manera controlada en
celulas, lo que podria tener aplicaciones en el campo de la liberacion de farmacos
u otras terapias dirigidas.

Capitulo 5:

1)

2)

3)

Sintesis y funcionalizacion de PdNPs estables en medios acuosos: Sintesis de
PdNPs y estudio de la posibilidad de reemplazar el surfactante cationico CTAB,
que presenta citotoxicidad, por otras moléculas no citotdxicas para estabilizar las
PdNPs en medios acuosos. Se utilizaron tres tipos de PEG (metoxi-PEG-tiol,
carboxi-PEG-amina y tiol-PEG-carboxi) y MC para este proposito.

Investigar el impacto de los recubrimientos en las propiedades cataliticas de las
PdNPs: Analizar cdmo los diferentes recubrimientos, como PEG y MC, afectan las
propiedades cataliticas de las PANPs. Se busca entender si los recubrimientos
seleccionados afectan positiva o negativamente la actividad catalitica de las NPs y
su potencial para aplicaciones en catalisis.

Explorar el control del encapsulamiento de PANCs en corazas de ZIF-8: Como una
estrategia adicional para lograr la estabilizacion de las PANCs en entornos
fisiolégicos, se examina el control del encapsulamiento de PANCs en corazas de
ZIF-8 de distintos grosores.
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1. INTRODUCCION Y ESTADO DEL ARTE

1.1. Conceptos generales

1.1.1. Los inicios de la nanotecnologia

Aunque el término "nanotecnologia” es relativamente reciente, la existencia y aplicaciones
de las NPs se pueden rastrear a lo largo de distintas épocas historicas. En la antigiiedad, las NPs
se utilizaban en la fabricacion de artefactos artisticos y ornamentales, tal como se evidencia en
la célebre copa de Licurgo, datado en el siglo IV. Esta pieza exhibe distintos comportamientos
oOpticos en funcién de la iluminacion, ya sea interna o externa: en luz reflejada, adopta una
apariencia verde-amarillenta, mientras que, en luz transmitida, adquiere un tono rojo rubi.
Dichos efectos se atribuyen a la presencia de NPs de plata (AgNP) y oro (AuNP) incrustadas
en el vidrio.! Entre los siglos IV y V, se produjeron vidrieras con NPs para ornamentar iglesias,
como es el caso del vidrio rubi.? En el siglo XVII, Johann Kunckel, un alquimista y vidriero
aleman, escalé la produccion de vidrio rubi mediante la adicion de NPs de oro al vidrio
fundido.® A lo largo de la historia, se han explorado y analizado las propiedades de las NPs, lo
que ha facilitado su aplicacion en diversos ambitos, incluyendo la medicina, la electronicay la
ciencia de materiales.?

El término 'nano’ proviene del prefijo griego que significa 'enano’ 0 'muy pequefio’ y
representa la milmillonésima parte de un metro (10° m). La nanociencia comprende el estudio
de estructuras, dispositivos y sistemas con propiedades y funciones singulares que surgen de la
organizacion de sus atomos constituyentes en una escala de 1 a 100 nm.* Los origenes de la
nanociencia y la nanotecnologia se remontan a varias décadas atras, cuando los investigadores
comenzaron a explorar y comprender el mundo a escala nanométrica. El término nanociencia
fue acufiado por el destacado fisico Richard Feynman, quien, en diciembre de 1959, durante la
reunion anual de la American Physical Society en el Instituto de Tecnologia de California
(Caltech), impartié una conferencia titulada "There's Plenty of Room at the Bottom".® En esta
presentacion, Feynman propuso la posibilidad de manipular y controlar &tomos y moléculas de
manera individual. A pesar de que las ideas de Feynman eran visionarias en aquel momento, su
discurso establecid los fundamentos para la investigacion futura en el campo de la nanociencia,
centrada en el estudio de estructuras y moléculas a una escala de nanémetros. Asimismo,
contribuy6 al desarrollo de la nanotecnologia, la cual se refiere a la aplicacion practica de la
nanociencia en la creacion de dispositivos y tecnologias a nivel nanométrico.

A lo largo de las décadas siguientes, se llevaron a cabo avances significativos en la
capacidad para observar y manipular la materia a escala nanométrica. El progreso en el
desarrollo de herramientas de microscopia, como el microscopio de efecto tunel (STM, por sus
siglas en inglés) en 1981 y el microscopio de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés) en
1986, permitid a los investigadores visualizar y manipular &tomos y moléculas con una
resolucion sin precedentes.® No obstante, fue durante la década de 1990 en la que este campo
empez6 a recibir una atencion y financiacion sustanciales.

De manera paralela a estos avances, los investigadores iniciaron la sintesis y el estudio de
diferentes tipos de NMs, asi como la exploracidn de sus propiedades singulares y aplicaciones
potenciales. Entre todas las topologias de tamafio nanométrico que se empezaron a estudiar y
analizar, se ha desarrollado una amplia gama de NPs inorganicas, incluyendo 6xidos metalicos,
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semiconductores y materiales magnéticos, entre otras. Este proceso ha fomentado un
crecimiento exponencial del estudio de este tipo de materiales en el ambito de la nanocienciay
la nanotecnologia.

1.1.2. Clasificacion de los NMs

Los NMs abarcan una amplia gama de materiales con propiedades y aplicaciones diversas,
que pueden ser clasificadas segun sus dimensiones 0 composicion. Los NMs presentan al menos
una dimension en el rango de 1 a 100 nm.

Segun sus dimensiones pueden clasificarse en las siguientes categorias:

NMs de dimensidn cero (OD): En estos NMs las tres dimensiones se encuentran en el rango
nanomeétrico. Algunos ejemplos son, por ejemplo, NPs esféricas como los puntos cuénticos, y
NPs de oro y plata.’

NMs unidimensionales (1D): Estos NMs tienen una dimension en la escala hanométrica
(1-100 nm), mientras que las otras dos dimensiones son mas grandes. Algunos ejemplos de
NMs unidimensionales incluyen nanovarillas (NRs, del inglés nanorods), nanotubos y
nanohilos.’

NMs bidimensionales (2D): Presentan dos dimensiones en la escala nanométrica, mientras
que la tercera dimension es mas grande. Los NMs bidimensionales incluyen laminas delgadas,
como el grafeno y los éxidos metalicos bidimensionales, asi como peliculas delgadas y
recubrimientos.’

NMs tridimensionales (3D): Los NMs tridimensionales tienen sus tres dimensiones son
mayores que la escala nanométrica. Ejemplos de NMs tridimensionales incluyen
nanoestructuras porosas, como aerogeles y esponjas de carbono, asi como nanocompuestos y
ensamblajes de NPs.’

Mas concretamente, las NPs generalmente se clasifican en inorgénicas, organicas y basadas
en carbono; dentro de estas categorias, pueden dividirse en subgrupos basadndose en su
composicion y la estructura:

NPs inorganicas:®

v Metalicas: Estas NPs comprenden elementos metalicos puros como oro, plata, platino,
hierro y cobre.

v Basadas en 6xidos metalicos: Incluyen 6xidos metalicos como, por ejemplo, el dioxido
de titanio (TiOz), 6xido de zinc (Zn0O), éxido de hierro (Fez04) y 6xido de cerio (CeOy).

v' De compuestos semiconductores: Incluyen materiales como sulfuros, seleniuros y
fosfuros metalicos.

v' Magnéticas: Contienen elementos magnéticos como el éxido de hierro y las ferritas.
NPs organicas:®
v' Lipidicas: Estan constituidas por lipidos, como fosfolipidos y triglicéridos.

v Dendrimeros: Son estructuras poliméricas tridimensionales ramificadas que presentan
una geometria bien definida y una alta densidad de grupos funcionales.
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v Nanocépsulas orgénicas: En esta categoria, se encuentran estructuras en las que un
nicleo bioactivo (farmacos como la doxorrubicina,® paclitaxel,'® adriamicina,** y
proteinas terapéuticas’? entre otros) esta rodeado por una capa 0 membrana organica.

v De proteinas y polisacaridos: Estas NPs estan formadas por macromoléculas bioldgicas
como proteinas, enzimas y polisacéridos.

NPs basadas en carbono:® En esta categoria, se encuentran estructuras de carbono como los
nanotubos de carbono, el grafeno y los puntos cuénticos de carbono.

Esta clasificacion proporciona una vision general de las distintas categorias de NPs
inorganicas y organicas. Es importante tener en cuenta que esta clasificacion no es exhaustiva
y que existen otras categorias y subcategorias de NPs.

1.1.3. Proceso de crecimiento de las NPs inorganicas

Para optimizar el rendimiento de las NPs en aplicaciones especificas, es crucial comprender
y controlar los mecanismos que regulan su formacién y crecimiento.

La investigacion sobre la preparacion de particulas coloidales uniformes tiene sus raices en
la década de 1940. Los pioneros en este campo, entre ellos LaMer y sus colegas, llevaron a
cabo experimentos fundamentales al preparar aerosoles de aceite e hidrosoles de azufre, y
propusieron un modelo simplificado para el crecimiento cristalino que divide el proceso en
etapas distintas de nucleacion y crecimiento.®

Durante la etapa de nucleacion, la concentracion de atomos libres provenientes de la
descomposicion de un precursor alcanza un nivel critico conocido como sobresaturacion, lo
cual da lugar a la formacion de clusteres metalicos debido a la estabilizacion termodinamica
que esto implica.’* Cuando la concentracion de atomos libres disminuye por debajo de la
concentracion de sobresaturacion, se detiene la nucleacion y se inicia una etapa de crecimiento.
Durante esta etapa, los nucleos experimentan un aumento en su tamafio a medida que se
adhieren mas atomos a su superficie.}4®

Durante el proceso de crecimiento de las NPs, pueden ocurrir diversos mecanismos, entre
ellos el conocido como crecimiento de Ostwald.'® EI crecimiento de Ostwald se fundamenta en
la disolucion de particulas de menor tamafio y la posterior deposicion de &tomos disueltos en
particulas de mayor tamafio.'® Este proceso se debe a las diferencias en la energia superficial
entre particulas de diferentes dimensiones, especificamente, las NPs se tornan progresivamente
mas inestables a medida que disminuye el tamafio de la particula debido al incremento relativo
del area superficial disponible y, por consiguiente, de la energia del sistema. La ecuacion de
Gibbs-Thomson'® expresa el efecto del tamafio de la particula en la solubilidad y la estabilidad
de las particulas en una fase sélida o liquida. Dicha estabilidad de fase se expresa en funcién de
la concentracion de solubilidad, C(r), correspondiente a una particula con radio r:

C(r) = C° exp (%) (1)

donde C° es la solubilidad de un atomo extraido de una superficie plana infinita, Vi es el
volumen molar de la particula, y denota la energia superficial, R es la constante de gasy T
indica la temperatura.
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Por otro lado, el mecanismo de ensamblaje orientado se desarrollé para explicar el
comportamiento del crecimiento de las NPs que parecia desviarse del crecimiento convencional
de Ostwald.}” Este se produce durante la evolucion de los nanocristales/ntcleos, en el cual
particulas con orientaciones cristalograficas analogas (o con diferencias minimas) colisionan y
se fusionan para generar estructuras de mayor tamafio. Esta union de particulas ocurre con el
propdsito de minimizar la energia total del sistema. Durante este proceso, se establecen
orientaciones preferenciales que presentan una energia minima. Estas orientaciones pueden ser
inherentes a las particulas o pueden ser impuestas por ligandos que restringen el crecimiento en
aquellas particulas que presentan una menor energia. Como resultado de este fendmeno, se
forman nanoestructuras con morfologias irregulares y anisotrépicas, como nanovarillas, cuando
se utilizan NPs como unidades basicas de construccion.!’

crecimiento de Ostwald ensamblaje orientado

=

Figura 1: Representacion esquemadtica de los mecanismos principales de crecimiento de NP.

Las interacciones de Coulomb y las fuerzas de Van der Waals también desempefian un
papel importante en el crecimiento de las NPs coloidales.'® Estas interacciones influyen en la
estabilidad de las suspensiones de NPs y en la morfologia y propiedades finales de las
nanoestructuras resultantes. Estas interacciones débiles son especialmente relevantes en la
nucleacion y el crecimiento de particulas a escala nanométrica, donde las fuerzas de Van der
Waals pueden ser comparables o incluso mayores que las fuerzas electrostaticas.

Las interacciones de Coulomb, originadas por la atraccion o repulsion entre particulas
cargadas, pueden regular la cinética de ensamblaje de NPs pequefias en sistemas coloidales.
Ademas, estas interacciones electrostaticas pueden contribuir a la orientacion y alineacién de
las NPs durante el proceso de crecimiento, lo cual puede conducir a la formacion de
nanoestructuras especificas.

Por otro lado, las fuerzas de Van der Waals, que son interacciones débiles entre &tomos y
moléculas debido a fluctuaciones temporales en la distribucion de electrones, adquieren una
importancia particular en la interaccion y ensamblaje de NPs. Esto se debe al aumento en la
superficie de contacto y al efecto de proximidad que se presenta en escalas nanomeétricas. Estas
fuerzas pueden propiciar el crecimiento de NPs y la formacion de estructuras mas grandes y
complejas, como nanoagregados 0 hanocompuestos.

En el contexto del crecimiento de NPs, las interacciones de Coulomb y las fuerzas de Van
der Waals pueden competir o colaborar, afectando el proceso de ensamblaje y la formacion de
nanoestructuras especificas.'®1°

Por ultimo, para lograr un crecimiento controlado y obtener la simetria final deseada en las
particulas, es necesario realizar modificaciones en las condiciones de sintesis. Estas
modificaciones implican la separacion de las fases de nucleacion y crecimiento (crecimiento
mediado por semillas) asi como la adicion de ligandos que dirigen la morfologia de las NPs. La

57



Aitor Alvarez Lorenzo

separacion de las etapas de nucleacion y crecimiento facilita la regulacion y el control del
tamario y la forma final de las NPs al enfocarse en la etapa de crecimiento.?’ Los agentes
utilizados pueden ser surfactantes, ligandos o inhibidores, que modulan la energia superficial
de las particulas en crecimiento y conducen a la formacion de nanoestructuras con formas
especificas.

Los ligandos como los surfactantes se unen a la superficie de las NPs mediante enlaces
covalentes, idnicos o de coordinacion. Estos ligandos pueden afectar la morfologia de las NPs
al influir en la energia superficial, la tasa de difusion y las caracteristicas de empaguetamiento
cerca de la superficie de las NP. El uso de ligandos especificos puede conducir a la formacion
de nanoestructuras con geometrias particulares y propiedades ajustadas.?!

Los surfactantes son compuestos capaces de reducir la tension superficial entre dos fases,
como un solido y un liquido. En el caso de las NPs, los surfactantes se adsorben en la superficie
de las particulas en crecimiento, creando una barrera que afecta a la velocidad de crecimiento
en diferentes direcciones/planos cristalinos. Al ajustar la concentracién, pH, fuerza iénicay la
naturaleza de los surfactantes, es posible controlar la morfologia resultante de las NPs.?

1.1.4. Sintesis y caracterizacion de NPs inorganicas

En la sintesis de NPs, se distinguen dos enfoques principales: "top-down" y "bottom-up"
(Figura 2). La estrategia "top-down" conlleva la reduccion del tamafio de materiales de mayores
dimensiones hasta obtener las NPs deseadas. En contraposicién, el enfoque "bottom-up" se
fundamenta en la construccion de NPs a partir de &tomos, moléculas o iones, mediante procesos
de autoensamblaje y autoorganizacion.” 23

En el &mbito de la investigacion y produccion de NPs inorgénicas, se utilizan distintos
métodos de sintesis que pueden agruparse en tres categorias fundamentales: quimica, fisica y
bioldgica.

La sintesis quimica representa un enfoque prevalente basado en procesos quimicos para la
generacion de NPs. Dentro de los métodos quimicos, la precipitacion es un proceso en el cual
se combinan soluciones precursoras que reaccionan quimicamente, dando lugar a la formacion
de NPs que posteriormente precipitan en el medio. Otro método quimico, el sol-gel, implica la
creacion de geles a partir de soluciones de precursores mediante reacciones de hidrélisis y
condensacion, seguidas de tratamientos térmicos para obtener las NPs. La reduccion quimica
conlleva la utilizacion de agentes reductores para transformar iones metalicos en NPs metélicas.
En cuanto a la descomposicion térmica, esta se basa en el calentamiento de un precursor a
elevadas temperaturas, lo cual ocasiona su descomposicion y la consiguiente formacion de NPs.
Finalmente, los métodos hidrotermal y solvotermal implican la sintesis de NPs en soluciones
acuosas 0 no acuosas a altas presiones y temperaturas en autoclaves cerrados.” 24

En contraste con la sintesis quimica, la sintesis fisica utiliza métodos fisicos para producir
NPs. La evaporacion y condensacion son procesos que implican la evaporacion de materiales
solidos, generalmente en condiciones de alto vacio, y su posterior condensacion en NPs.
Adicionalmente, la pulverizacion catddica (“sputtering”) y la deposicion quimica en fase de
vapor (CVD, por sus siglas en inglés) hacen uso de haces de iones, plasma o reacciones en fase
de vapor para depositar NPs sobre sustratos.” 24

Por ultimo, la sintesis bioldgica emplea sistemas bioldgicos para la generacion de NPs
inorganicas. Este método abarca la biosintesis a través de microorganismos 0 extractos
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boténicos, los cuales tienen la capacidad de producir NPs con propiedades particulares y
funciones bioldgicas especificas.?*

Método Top-Down Meétodo Bottom-Up
* Llitografia *  sol-gel
* Mecanizado por haz de iones focalizados (FIB) *  Sintesis hidrotermal
* Molienda de alta energia * Electrodeposicion
* FErosion laser * Precipitacion quimica
* Ultrasonido * Autoensamblaje molecular
* Electrorrefinado * Sintesis bioldgica
> .
— ) = ® - L — ..
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Figura 2: Esquema representativo de los dos principales enfoques en la sintesis de NPs con
algunos métodos de ejemplo.

1.1.5. Funcionalizacién y estabilidad coloidal de las NPs inorgénicas

Durante el proceso de sintesis de NPs, se afiaden surfactantes que desempefian un papel
crucial en la regulacion de la morfologia y control del tamafio.?? Una vez completada la sintesis,
las NPs estdn recubiertas por surfactantes que les confieren estabilidad por repulsidn
electroestatica y por impedimento estérico. Si las NPs se pretenden emplear en aplicaciones
biolégicas, se requiere una modificaciébn o funcionalizacion de sus superficies con
recubrimientos biocompatibles que mejoren sus propiedades, funciones y estabilidad coloidal
en medios de relevancia bioldgica.?> Mediante la adicion de grupos quimicos especificos se
puede controlar, pues, su hidrofobicidad, estabilidad coloidal, biocompatibilidad, entre otras.
La funcionalizacion de NPs puede realizarse de varias maneras, incluyendo la sintesis in situ
de grupos funcionales, la adsorcion de moléculas especificas, y la union covalente de grupos
quimicos en la superficie de las NPs.?®

En el capitulo inicial de esta tesis, se describe un proceso de funcionalizacion de NPs
estables en medios organicos mediante el uso de poli(isobutileno-alt-anhidrido maleico)-
injerto-dodecilo (PMA), un polimero anfifilico. Este procedimiento permite la transferencia de
estas NPs a medio acuoso desde una fase organica. Adicionalmente, en el presente capitulo
tambien se aborda la funcionalizacion de AuUNR mediante la incorporacion del polimero PEG,
con el objetivo de lograr su estabilizacidon en entornos bioldgicos.

1.1.5.a. Funcionalizacién con PEG

El PEG (HO-CH,-CH2-OH) es un polimero anfifilico que se encuentra disponible en pesos
moleculares que oscilan desde 200 hasta decenas de miles de Daltons. Los PEG de menor peso
molecular son solubles en agua, disminuyendo su solubilidad con el aumento de su peso
molecular.?’
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Este polimero tiene excelentes caracteristicas de solvatacion y se compleja con varios
lantanidos y cationes de metales de transicion. Ademas, el PEG demuestra una notable
resistencia frente a procesos quimicos y fisicos como la oxidacion, reduccion y descomposicion
provocados por &cidos, bases, temperaturas moderadamente altas, peroxido de hidrégeno y
borohidruro de sodio. En términos de funcionalizacion, el grupo OH terminal del PEG puede
ser oxidado de manera selectiva para permitir la adicion de diversos grupos terminales o la
union de ligandos mas grandes, incluyendo biomoléculas.?

La funcionalizacion de las NPs con PEG, un proceso conocido como PEGilacion, implica
la unién o el recubrimiento de la superficie de las NPs con moléculas de PEG. Esto puede
lograrse mediante adsorcion superficial o a través de enlaces covalentes. La PEGilacion tiene
el potencial de mejorar la estabilidad de las NPs en soluciones bioldgicas, reduciendo la
tendencia de las NPs a agregarse.?®

PEGilacion -

Figura 3: Hidrofobizacién de NPs de Au mediante su funcionalizacién en dos etapas: (1)
PEGilacion en agua (panel superior) mediante el desplazamiento de ligandos hidrofilicos
(representados en azul) por moléculas de PEG-SH (representadas en rojo claro), seguido de la
transferencia de fase a una solucidon de cloroformo que contiene alquilaminas (representadas
en rojo oscuro). (Adaptado con permiso de la referencia %9).

Ademas, la PEGilacion puede mejorar la biodistribucion de las NPs. Las NPs sin PEG
pueden ser capturadas y eliminadas rapidamente por el sistema reticuloendotelial (RES), un
conjunto de células encargadas de eliminar particulas extrafias del cuerpo humano. Al eludir
esta captura por el RES, las NPs PEGiladas pueden tener una vida media més larga en la
circulacion sanguinea debido a que poseen propiedades de camuflaje mejoradas permitiendo,
asi, una mayor oportunidad para que las NPs lleguen a sus células/tejido diana en el cuerpo.?®
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1.1.5.b. Funcionalizacién recubriendo con polimeros anfifilicos

Muchas NPs monodispersas necesitan ser sintetizadas en disolventes organicos a alta
temperatura en presencia de ligandos hidrofobos, por lo que para poder ser empleadas en
soluciones acuosas es necesario funcionalizarlas adicionalmente. Una forma de lograr NPs
robustas, electrostaticamente estables en forma coloidal, con una distribucion de tamafio
estrecha y estables en agua es envolviéndolas con un polimero anfifilico. La funcionalizacion
de NPs con polimeros anfifilicos se basa en la encapsulacion de las NPs con dichos polimeros.
La porcion hidrofobica del polimero se intercala con los ligandos hidrofdébicos en la superficie
de la NP, mientras que el segmento hidrofilico se proyecta hacia el medio circundante formando
una corona que estabiliza la NP.°

e, mg

Figura 4: Los nucleos de las NPs (representados en gris), que estdn cubiertos con ligandos
hidrofobicos (representados en rojo), son modificados con un polimero anfifilico (el esqueleto
hidrofilico dibujado en azul y las cadenas laterales hidrofébicas dibujadas en rojo). El nucleo
de la NP se incrusta en la micela de polimero resultante, lo que da como resultado una
superficie de NP hidrofilica. (Adaptado con permiso de la referencia 2¢).

En un estudio pionero realizado por el grupo de W. Parak se describi6 la funcionalizacion
de NPs inorganicas mediante un polimero anfifilico, derivado de una estructura de
poli(anhidrido maleico).3! Este polimero se modifica con cadenas laterales hidrofobicas (DDA)
y moléculas organicas funcionales para facilitar la transferencia de diversas NPs inorganicas
desde disolventes organicos a soluciones acuosas.

Este procedimiento ofrece la ventaja de permitir la modificacion del polimero con un
amplio rango de moléculas funcionales previo al recubrimiento de las NPs. Incluso moléculas
gue no son solubles en agua pueden ser integradas a la superficie de las NPs, puesto que la
unién se lleva a cabo en un disolvente orgéanico previo al recubrimiento con el polimero.

Este proceso de prefuncionalizacion puede ser estratégicamente Util para prevenir posibles
inestabilidades coloidales que podrian surgir durante una etapa de modificacion posterior. Una
variedad de moléculas como, por ejemplo, PEG, biotina, galactosa y fluoresceina, pueden ser
unidas a este polimero.3!

1.1.6. Caracterizacion de NPs

La caracterizacion de las NPs es esencial para comprender y controlar sus propiedades y
aplicaciones a escala nanometrica. Existen diversas técnicas de caracterizacion que se utilizan
comunmente en la investigacion de NPs, algunas de las cuales se describen a continuacion.
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La microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) y la microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) constituyen técnicas extensamente
empleadas para examinar la morfologia, las dimensiones y la distribucion de las NPs. La TEM
proporciona imagenes de alta resolucion de las particulas a escala atomica, mientras que la SEM
suministra informacion acerca de la topografia superficial y la composicion quimica.®

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) representa otra técnica relevante
en la caracterizacion de NPs inorgéanicas, dado que posibilita la determinacién de la estructura
cristalina, la composicién quimica y el tamafio del cristalito. La XRD se fundamenta en la
interaccion de los rayos X con la estructura cristalina de las NPs, generando patrones de
difraccion distintivos.

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) es un método empleado para
medir el tamafio y la distribucién del mismo en las NPs en suspension. La DLS se basa en el
andlisis de las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada por las NPs a lo largo del tiempo,
lo cual permite obtener informacion sobre el tamafo y la estabilidad de las particulas en
suspension.3233

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se aplica para investigar las propiedades
Opticas de las NPs, como la absorcién y la dispersion de la luz. Esta técnica posibilita el estudio
de las transiciones electronicas en las NPs, lo que puede proporcionar informacion sobre la
composicion quimica y las propiedades Opticas especificas.®?

Tabla 1: Ejemplos de técnicas que se emplean en la caracterizacion de las NPs y los
pardmetros obtenidos con cada técnica.

Técnica de caracterizacion

Parametros obtenidos

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Tamafio, forma, estructura cristalina, composicion
quimica

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Tamafio, forma, morfologia superficial, distribucién
de particulas

Difraccion de rayos X (XRD)

Estructura cristalina, tamario de los cristalitos,
orientacion cristalina

Espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS)

Composicién elemental, estados de oxidacion,
coordinacion y estructura local

Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Composicion elemental, estados de oxidacion, enlaces
quimicos

Espectroscopia de dispersion de luz (DLS)

Tamarnio hidrodinamico, distribucién de tamafios,
potencial {

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Absorcion optica, propiedades dpticas, tamaiio y
concentracion de particulas

Analisis de seguimiento de NPs (NTA)

Tamaiio de hidrodindmico, concentracion,
movimiento browniano

Adsorcion de gas Brunauer-Emmett-Teller (BET)

Area superficial especifica, tamafio de poro, volumen
de poro

Analisis termogravimétrico (TGA)

Estabilidad térmica, composicién, cambios de fase,
pérdida de peso

Espectrometria de Emisién Optica con Plasma Acoplado por
Induccién (ICP)

Determinacidn cuantitativa de la composicidén
elemental

Espectroscopia Raman

Estructura molecular, interacciones quimicas y la
simetria de las NPs

Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Estructura molecular y los enlaces quimicos

Termogravimetria Analitica (TGA)

Composicion, estabilidad térmica y las propiedades de
descomposicidn de diversos materiales
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El anélisis de seguimiento de NPs (NTA, por sus siglas en inglés) es un método dptico que
permite medir el tamafio, la concentracion y la distribucion del tamafio de las NPs en
suspension. La NTA rastrea el movimiento browniano de las particulas en tiempo real y emplea
el analisis de la trayectoria para obtener informacion sobre su tamafio y concentracion.®

La técnica BET (Brunauer-Emmett-Teller) se emplea para determinar la superficie
especifica y el volumen de poros presentes en la estructura de las NPs. Dicho método se
fundamenta en la adsorcion de gases, tales como nitrégeno, en la superficie de las NPs y el
andlisis de la cantidad de gas adsorbido en funcion de la presion.®?

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en
inglés) ofrece informacidon acerca de los grupos funcionales y las interacciones quimicas en la
superficie de las NPs.

La termogravimetria analitica (TGA) es una técnica analitica térmica que mide la variacion
de masa de una muestra en funcion de la temperatura o el tiempo mientras se somete a un
programa de calentamiento controlado. La TGA se utiliza para estudiar la composicion, la
estabilidad térmica y las propiedades de descomposicién de diversos materiales, incluidos
polimeros, compuestos organicos e inorganicos, y materiales NMs.34-3

1.1.7. Propiedades y bioaplicaciones de NPs inorganicas

Las NPs poseen caracteristicas Unicas que no se encuentran ni en las moléculas ni en
materiales macroscopicos. Su tamafio les confiere un comportamiento hibrido, que combina
aspectos propios de los cristales y de las moléculas.® El tamafio, forma y composicion de las
NPs inorganicas son factores que determinan directamente sus propiedades, las cuales incluyen,
entre otras, propiedades mecénicas, térmicas, magnéticas, electronicas, épticas y cataliticas
particulares en comparacion con los materiales masivos.®3 A su vez, estas propiedades
determinan las aplicaciones potenciales de las NPs en areas como la medicina,* la electrénica,*
la catalisis*! y la fabricacion de materiales compuestos,*? por mencionar algunas.

Al disminuir el tamafio de las particulas hasta la escala nhanométrica, se incrementa su
relacion superficie-volumen. Esto conduce a cambios significativos en sus estructuras atomicas,
electronicas y magneéticas, asi como en sus propiedades fisicas y quimicas en relacién con el
material a escala macroscopica. La forma de las NPs también influye en sus propiedades, como
la anisotropia en las propiedades Opticas, magnéticas y cataliticas.*?

La anisotropia se refiere a la variabilidad en las propiedades de un material en funcion de
la direccion en la que se midan. Asi, una NP puede exhibir comportamientos diferentes en
funcion de su orientacion espacial. Ademas, la presencia de defectos estructurales y la tension
superficial inherente a las NPs pueden contribuir significativamente a su mayor reactividad.
Estos factores, a menudo, estan directamente influenciados por la forma de las NPs. Por
ejemplo, NPs de formas no esféricas pueden presentar una mayor cantidad de defectos y una
mayor tension superficial que sus homologas esféricas, lo que podria conducir a una mayor
reactividad quimica.** Algunas formas comunes de NPs inorganicas incluyen esféricas,
alargadas, cubicas, hexagonales y de laminas delgadas.

En cuanto a las propiedades Opticas, electronicas y magnéticas, las NPs inorganicas
exhiben caracteristicas unicas. Por ejemplo, las NPs semiconductoras, como los puntos
cuanticos, presentan propiedades 6pticas y electronicas singulares que se derivan del fenémeno
conocido como confinamiento cuantico. En este contexto, el tamafio de la particula se torna
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comparable o incluso inferior a la longitud de onda de los electrones, lo que da lugar a un
comportamiento cuantico de las particulas.*® Esto implica que los electrones estan confinados
en un espacio reducido, lo que modifica las propiedades de absorcidn y emision de luz de las
particulas, permitiendo su utilizacion en una diversidad de aplicaciones, incluyendo la imagen
celular, la administracion de farmacos y agentes de contraste para deteccion de cancer.

Las NPs metalicas, especificamente las de oro y plata, exhiben caracteristicas Opticas
singulares atribuibles a su comportamiento plasmonico. Este fendmeno plasmdnico se deriva
de la oscilacion colectiva de los electrones de conduccién inducida por la incidencia de la luz.
Como resultado, estas NPs manifiestan propiedades opticas Gnicas.*’” Las NPs de oro y plata
pueden absorber y dispersar luz de una manera altamente eficiente, lo que las hace utiles en una
variedad de aplicaciones, desde la deteccion de moléculas*® hasta la terapia fototérmica, en la
que se utilizan para generar calor y destruir células cancerosas.*’

Por otro lado, las MNPs pueden exhibir propiedades superparamagnéticas incluso a
temperatura ambiente. Esta caracteristica implica que, una vez eliminado el campo magnético
externo, las particulas dejan de manifestar interaccion magnética entre si.*® Este atributo las
convierte en candidatas especialmente atractivas para aplicaciones médicas.*® Por ejemplo, se
emplean en la hipertermia magnética, un proceso en el cual generan calor para destruir células
cancerosas. Ademas, se utilizan en el desarrollo de biosensores, en la administracion dirigida
de farmacos, y como agentes de contraste en la resonancia magnética (MRI), entre otras
aplicaciones.*

La reactividad inherente a una NP catalitica se ve principalmente influenciada por la
energia de los atomos superficiales, un pardmetro que puede evaluarse a través del nimero de
atomos adyacentes, asi como por los modos de enlace y las energias asociadas a las moléculas
pequenas que se transformaran en la superficie de la NP.%! La eficacia catalitica, que representa
la habilidad de un catalizador para estimular una reaccion quimica, es notablemente mayor en
las NPs en comparacion con sus homologos macroscdpicos. Este incremento en la eficacia se
atribuye mayormente a la alta relacion superficie-volumen que las NPs ostentan, resultando en
una disponibilidad ampliada de sitios activos, es decir, los lugares en la superficie del
catalizador donde se produce la reaccion. La actividad de las NPs cataliticas puede ser
modulada por diversos factores, como el pH, la temperatura, el entorno circundante y los iones
metalicos.>? Estas han encontrado aplicaciones en diversas areas, como los biosensores, el
tratamiento de la contaminacion ambiental, el diagnéstico y tratamiento de enfermedades, como
agentes antibacterianos, y en la citoproteccidén contra biomoléculas especificas en la célula,
entre otras.>?

1.1.8. Toxicidad de las NPs inorganicas

El potencial toxico de las NPs inorganicas puede verse modulado por diversas
caracteristicas intrinsecas, incluyendo el tamafio, la forma, la composicion quimica, la
solubilidad, la agregacion, los ligandos presentes, el estado de oxidacion y la absorcién de
particulas, como se comentd con anterioridad. Estos factores pueden influir significativamente
en la interaccion de las NPs con sistemas biol6gicos y su capacidad para atravesar barreras
bioldgicas.>®

Es importante destacar que la toxicidad de las NPs no es homogénea entre los diferentes
individuos y especies, y puede variar significativamente debido a las diferencias genéticas, las
condiciones de exposicion y los factores ambientales.>®
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Los mecanismos subyacentes de la toxicidad asociada a las NPs inorgénicas a menudo
implican la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La produccion excesiva de
ROS puede inducir estrés oxidativo, provocar inflamacion, causar dafios en el ADN, y
alteraciones en la funcion celular.>* Ademas, se ha observado que determinadas NPs tienen la
capacidad de acumularse en 6rganos vitales, como el higado, los pulmones y los rifiones. Este
fendmeno puede conllevar dafios en las mitocondrias, mutaciones en el &cido
desoxirribonucleico (ADN) y, en Gltima instancia, apoptosis o muerte celular.*

1.2. NPs plasmonicas

Las NPs plasmonicas son materiales de particular interés debido a su capacidad para
interactuar con la radiacion electromagnética, lo que hace que tengan una gran potencial
aplicacion en diversas areas como la biomedicina, energia y la electronica, como se comentd
anteriormente.®®>" En particular, las NPs plasmonicas presentan una resonancia plasmonica de
superficie localizada (LSPR del inglés Localized Surface Plasmon Resonance), que se produce
cuando los electrones libres en la superficie metalica son excitados por la componente eléctrica
de la radiacion electromagnética, generando una oscilacion coherente de los electrones de
conduccién alrededor de la particula a una frecuencia resonante que produce un campo
electromagnético localizado.>® En NPs metalicas de oro, plata, cobre, entre otras, la frecuencia
del LSPR se encuentra en la region del espectro visible, dando lugar a una intensa absorcion y
dispersion de luz en dicha region, siendo la razon de las intensas coloraciones que exhiben sus
dispersiones coloidales.>®

El LSPR concentra el campo eléctrico de la luz sobre la superficie de la particula,
amplificandolo en varios 6rdenes de magnitud. Este campo electromagnético se debilita
gradualmente a medida que se aleja de la superficie de la NP.®° Las caracteristicas espectrales
del LSPR dependen del tamafio, la geometria, la composicion y el indice de refraccion del
entorno de la NP.%¥%2 Por o tanto, el control de estas propiedades resulta esencial para su
aplicacion en distintas areas. Por ejemplo, la absorcion y dispersion de luz se pueden ajustar
mediante la modificacion de la forma y tamafio de las NPs plasménicas, lo que permite la
sintonizacion de su espectro de absorcion a diferentes longitudes de onda.5?

A medida que aumenta el tamafio de la NP, la posicion de la LSPR se desplaza hacia
longitudes de onda mayores (rojo) y la intensidad de la resonancia aumenta. Este fendmeno es
atribuible a la modificacion del confinamiento espacial y la distribucién de los electrones libres
en la superficie de las NPs. Sin embargo, un aumento excesivo en el tamafio de la NP puede
llevar a la aparicion de modos plasmonicos de orden superior y a una disminucion de la calidad
de la LSPR.%

En lo que respecta a la forma, las NPs plasmdnicas presentan geometrias variadas, como
esferas, barras, cubos y estrellas, con perfiles de LSPR distintos. Por ejemplo, las AuNR
exhiben dos modos de resonancia plasmonica: uno transversal y otro longitudinal. EI modo
longitudinal es méas sensible a los cambios en el entorno de la NP y presenta una mayor
intensidad de campo cercano en comparacion con el modo transversal.®*

El entorno de las NPs plasmonicas, incluyendo el indice de refraccion del medio
circundante y la presencia de moléculas o particulas cercanas, afecta también significativamente
a la LSPR. Las variaciones en el indice de refraccién pueden ocasionar desplazamientos en la
posicion del LSPR, lo cual facilita el desarrollo de sensores basados en NPs plasmonicas
sensibles a cambios en el medio.®
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1.2.1. La teoria de Mie

Para modelar y predecir como las NPs metélicas interactian con la luz, incluyendo la
absorcion, dispersion y las propiedades dpticas resultantes, se hace uso de la teoria de Mie.5%
La teoria fue desarrollada por Gustav Mie en 1908 y es una generalizacion de la teoria méas
simple de Rayleigh, que solo es aplicable a particulas mucho mas pequefias que la longitud de
onda de la luz. La teoria de Mie permite calcular la eficiencia de absorcion y dispersion en
funcién de la composicion, el tamafio y el indice de refraccion de la particula y del medio
circundante.

Cuando sobre una solucion de NPs metélicas dispersas en agua incide la luz, las NPs
absorben y dispersan luz, la cual puede ser cuantificada mediante un espectrofotémetro. La
interaccion entre una suspension coloidal ideal diluida de concentracién N particulas por
volumen y la luz de intensidad lo, a lo largo de un camino 6ptico de x cm, resulta en la
atenuacion de la intensidad de luz que llega al detector del equipo, pudiéndose expresar la
absorbancia de la siguiente forma:

A =log[l,/1(x)] = Nox/2,303 (2)
donde o es la seccion eficaz de extincion de una particula, que puede expresarse como®?

_ 2T
~ (kR)?

o

Z (2n + 1)Refa, + b, } (3)
n=1

siendo any bn los coeficientes de dispersién, R el radio de la particula, Re se refiere a la parte
real y n los distintos 6rdenes de multipolo, siendo k.5

k=2n§ (4)

donde em es la constante dieléctrica del medio en el que estan dispersas las particulas.

Para NPs esféricas pequefias con radios mucho mas pequefios que la longitud de onda de
la luz incidente (R ~ 10 nm), es posible simplificar la ecuacion (3) y considerar Unicamente la
contribucion dipolar (n=1), mediante la ecuacion,®

2R3 3/2 r
5 24m“R%e 3 (5)
A (" + 2¢,)% + €2

siendo €'(A) +ie”"(A) la funcion dieléctrica compleja del metal. Bajo estas circunstancias, la
extincion de luz por las NPs depende del radio de las particulas, la composicion de estas
(constantes dieléctricas €” y € ") y la constante dieléctrica del medio (em). El denominador de la
ecuacion (5) predice un maximo cuando,

g = —2¢y (sie” <<€ + 2¢y) (6)
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lo cual ocurre en el visible para AuNP, plata y cobre siendo la explicacion a la intensa
coloracion que presentan estas dispersiones coloidales.®

Si la dispersion de la luz es despreciable, se pueden distinguir dos casos limite en la
ecuacion (5) en los que la o es 0. El primero es una particula de un material que no absorba
radiacion, cuya constate dieléctrica es nula (¢''=0), y el segundo una particula que refleja toda
la luz (¢'=0.). En el caso de particulas de tamafio en el que la dispersion de la luz no es
despreciable, se producen variaciones en la frecuencia de resonancia, desplazandose la posicion
del plasmon hacia longitudes de onda mayores al aumentar el tamafio de la particula.

Aunque la teoria de Mie proporciona resultados precisos para NPs esféricas, su aplicacion
a NPs con formas méas complejas requiere de aproximaciones numéricas, como el método de
los elementos finitos (FEM) o el método de los momentos discretos (DMM).%® Estos métodos
permiten abordar casos mas complicados y adaptarse a una variedad mas amplia de situaciones
y aplicaciones en las que las NPs metalicas juegan un papel crucial.

1.2.2. Aplicaciones de las NPs plasmdnicas

Numerosas aplicaciones aprovechan la capacidad de ajuste del LSPR, como por ejemplo
la espectroscopia Raman mejorada por superficie (SERS, por sus siglas en inglés), las etiquetas
plasmonicas, terapias basadas en particulas, deteccion de analitos o la catalisis, entre otras.5*
De entre estas aplicaciones, se aborda de manera concisa la espectroscopia SERS, dado que es
de relevancia para la presente tesis.

La espectroscopia Raman es una técnica de caracterizacion no destructiva basada en la
interaccion entre la luz y las vibraciones moleculares de los materiales. Esta técnica ha
demostrado ser una herramienta versatil y confiable en el analisis de composicion quimica y
propiedades estructurales de una amplia gama de materiales. Sin embargo, la sefial Raman
intrinseca de muchos compuestos es débil, lo que limita su aplicabilidad en la deteccién de
especies en bajas concentraciones y sistemas complejos.®” Para superar esta limitacion, se ha
desarrollado la técnica de SERS, que permite la deteccion de moléculas de baja concentracion
a través de la amplificacion de campos electromagnéticos generados por la excitacion de
plasmones de superficie localizados.%

La SERS es una variante de la espectroscopia Raman tradicional que emplea
nanoestructuras metalicas para amplificar la sefial Raman de las moléculas adsorbidas en la
superficie. Dos mecanismos principales contribuyen a la mejora de la sefial: el electromagnético
y el quimico.®®

El mecanismo electromagnético es el que mas contribuye a la mejora de la sefial Raman.
Este surge de la amplificacion de la luz mediante la excitacion de la LSPR, que ocurre
predominantemente en los huecos, hendiduras y puntas de los materiales plasmdnicos.
Dependiendo del material, el factor de mejora teérico puede alcanzar valores entre 101%y 101 8

Por otro lado, el mecanismo quimico se debe a los procesos de transferencia de carga entre
la molécula y la superficie metélica, con factores tedricos de mejora que pueden llegar hasta
103.68

Desde su descubrimiento por R. Van Duyne y colaboradores en 1977,%° la técnica de SERS
ha experimentado un desarrollo acelerado en términos de disefio de sustratos, optimizacién de
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condiciones experimentales y aplicaciones practicas. Este avance constante destaca la
relevancia y versatilidad de SERS en el campo de la espectroscopia.

1.3. Marcos organometalicos

Los marcos organometalicos (MOFs por sus siglas en inglés) son una clase de materiales
porosos hibridos constituidos por centros metalicos y ligandos organicos (Figura 5). Estos
componentes se unen mediante enlaces de coordinacion para formar estructuras
tridimensionales caracterizadas generalmente por una elevada area superficial y porosidad.” El
concepto de MOF fue introducido por primera vez en la literatura cientifica en 1995.”* Desde
entonces, estos materiales han despertado un interés creciente en la comunidad cientifica,
gracias a sus singulares propiedades y su extraordinaria versatilidad. Esta combinacion de
factores ha dado lugar a un amplio espectro de aplicaciones, convirtiendo a los MOFs en un
area de investigacion de enorme relevancia en el campo de los materiales avanzados.’®

El avance en el disefio y desarrollo de los MOFs ha sido impulsado por la necesidad de
materiales con propiedades particulares y funciones especificas para una diversidad de
aplicaciones. Entre estas se incluyen el almacenamiento de gases,’? la catalisis,” la separacion
de gases,’y la liberacion controlada de farmacos,” entre otros. La versatilidad inherente a los
MOFs radica en su estructura modular, la cual permite una considerable variabilidad en la
seleccion de centros metalicos y ligandos organicos, asi como en la configuracion y topologia
de las redes que los constituyen. Esta diversidad estructural se traduce en una amplia gama de
propiedades, lo que hace que los MOFs sean materiales altamente prometedores y adaptables a
diferentes necesidades.™
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Figura 5: Representaciéon esquemdtica de los MOF, mostrando algunas de las Unidades de
Construccion Secundaria y conectores representativos (Adaptado con permiso de la referencia
76)
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La importancia de los MOFs en el desarrollo tecnolégico radica en su capacidad para
combinar las propiedades de los materiales inorganicos y organicos en una sola estructura. Esta
caracteristica hibrida les confiere una serie de ventajas frente a otros materiales porosos
tradicionales, como las zeolitas y los carbones activados, entre las que destacan su mayor
porosidad, area superficial y posibilidad de modificacion quimica.”’

Los MOFs pueden clasificarse en funcién del tamafio de los poros presentes en la
estructura, distinguiéndose entre microporosidad (< 2 nm), mesoporosidad (2-50 nm) y
macroporosidad (> 50 nm). En términos generales, los MOFs suelen presentar poros en el
espectro de la microporosidad y mesoporosidad. Ademas, la superficie especifica de un MOF
es un parametro que indica la cantidad de area superficial disponible por unidad de masa del
material, y esta directamente relacionada con la capacidad de adsorcion y la eficiencia catalitica
del MOF. Algunos MOFs pueden alcanzar areas superficiales extremadamente elevadas, con
un area superficial BET que oscila entre 1000 y 7000 m2/g.”8 Esta es notablemente superior a
las areas superficiales de otros materiales porosos convencionales como, por ejemplo, las NPs
mesoporosas de silicio, que generalmente se encuentran en el rango de 700 a 1200 m?/g.”"-"®

La sintesis de MOFs se puede llevar a cabo mediante una variedad de métodos que permiten
controlar y ajustar las caracteristicas estructurales y funcionales del material obtenido. Los
factores que influyen en la sintesis de MOFs incluyen la temperatura, el tiempo, la presion, la
concentracion de los reactivos y la presencia de moduladores o aditivos en la mezcla de
reaccion.’” El control adecuado de estos parametros puede resultar en la obtencion de MOFs
con caracteristicas especificas y mejoradas, como una mayor estabilidad quimica y térmica, o
una mayor area superficial y porosidad.

Se han identificado y desarrollado diversas familias de Marcos Orgéanicos Metalicos
(MOFs), cada una con caracteristicas y composiciones distintivas. Algunas de las familias y
tipos mas relevantes de MOFs comprenden:

o ZIFs (Zeolitic Imidazolate Frameworks): La familia ZIF se caracteriza por el uso de
imidazolatos como ligandos organicos.®

o UiO (Universitetet i Oslo): Los MOFs UiO utilizan zirconio como centro metalico y se
enlazan a través de varios tipos de &cidos organicos, como el acido tereftalico. UiO-66
y UiO-67 son dos de los MOFs mas estudiados en esta familia.®!

o HKUST-1 (Hong Kong University of Science and Technology-1): El HKUST-1 es un
MOF tridimensional compuesto por centros metalicos de cobre y ligandos organicos
basados en acidos tricarboxilicos.?

o MIL (Materials Institute Lavoisier): La serie MIL de MOFs utiliza una variedad de
centros metalicos, incluyendo aluminio, cromo, hierro y escandio. Los enlaces
organicos suelen ser acidos orgéanicos, como el acido tereftalico.®

o PCN (porous coordination network): Los MOFs PCN utilizan zirconio como centro
metalico y una variedad de ligandos organicos, como la porfirina.84

o NU (Northwestern University): Los MOFs NU utilizan zirconio como centro metalico
y unagvariedad de ligandos organicos. Algunos ejemplos incluyen NU-1000 y NU-
1100.8°
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Tabla 2: Ejemplos de algunos de los MOFs mds utilizados con sus correspondientes centros
metdlicos, ligandos y topologia.

MOF Centros metalicos Ligandos Topologia Ref
ZIF-8 Zn 2-metilimidazolato Sodalita (sod) il
UiO-66 Zr Acido tereftélico Cubica centrada en las caras (fcu) &7
HKUST-1 Cu 1,3,5-bencenetricarboxilato Boracita retorcida (tbo) 88
MIL-53 Al, Ga, Cr, Fe, Sc 1,4-bencenodicarboxilato Poros unidimensionales 8
PCN-222 Zre meso-tetrakis (4-carboxifenil)porfirina Csq 0
NU-1000 Zre 1,3,6,8-tetrakis(p-acidobenzoico)pireno Csq 9

Dentro del contexto de esta tesis, es pertinente abordar con mayor detenimiento la familia
de MOFs de los ZIFs. Los ZIFs son una clase de materiales porosos que denominan "zeoliticos"
por la similitud estructural que presentan estos materiales con las zeolitas, un tipo de materiales
porosos muy utilizados en la industria para la adsorcién y separacion de moléculas. Las zeolitas
son aluminosilicatos cristalinos con una estructura porosa, es decir, presentan una red
tridimensional de canales y cavidades conectados entre si que permiten la difusion de moléculas
a través de ellas. Los ZIFs presentan una estructura porosa similar a la de las zeolitas, pero en
lugar de aluminosilicatos, estan formados por iones metalicos y ligandos imidazolatos que se
organizan de forma ordenada y repetitiva, lo que da lugar a estructuras porosas con una alta
superficie especifica y capacidad de adsorcion (Figura 6, A y B).%? De esta forma, los ZIFs
comparten las propiedades porosas y selectivas de las zeolitas.

Los ZIFs pueden contener una variedad de centros metalicos, incluyendo zinc (Zn), cobalto
(Co), niquel (Ni), cobre (Cu), hierro (Fe), entre otros. El tipo de centro metélico presente en un
ZIF puede influir en las propiedades fisicas y quimicas del material, incluyendo la estabilidad
térmica, la selectividad de adsorcion y las propiedades cataliticas. Respecto a los imidazolatos,
existen gran variedad de ligandos, como MI, 2-etilimidazol, 2-benzimidazol, entre otros, que
pueden variar en longitud y ramificacion, lo que puede influir en la estructura y propiedades
del ZIF resultante (Figura 6, B). Ademas, se puede modificar la estructura y las propiedades de
los imidazolatos, con la introducciéon de grupos funcionales especificos para mejorar la
capacidad de adsorcion selectiva o la actividad catalitica de los ZIFs.%
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Figura 6: Comparacidén entre la estructura formada por la unién del imidazolato con los
centros metdlicos del ZIF con la de la unién del oxigeno-silicio de las zeolitas (a). Diferentes
ligandos que pueden presentar los ZIFs (b). Estructura representativa del Zn tetracoordinado
con ligandos imidazolato del ZIF-8 (c). Red tridimensional representativa del ZIF-8 (d).

Dentro de la familia de los ZIFs, el ZIF-8 ha sido ampliamente estudiado y utilizado en
aplicaciones en diversos campos como la separacion®, sensores®, catalisis®®, y la
nanomedicina®’, entre otros. El ZIF-8 estd compuesto por iones de zinc y ligandos imidazolato.
Los iones de Zn estan conectados entre si a través de cuatro imidazolatos, formando una red
tridimensional (Figura 6, C y D). Cada imidazolato tiene dos atomos de nitrdgeno que se
coordinan con dos iones de zinc vecinos, formando enlaces metal-ligando. El resultado es una
estructura altamente porosa con una topologia cristalina tipo sodalita, es decir, una estructura
cristalina tridimensional que se caracteriza por tener grandes cavidades en su interior, con una
alta superficie especifica y un tamafio de poro uniforme. Los poros tienen un diametro de 11,6
A, conectados a través de pequefias aperturas de 3.4 nm, lo que los hace adecuados para la
adsorcion y separacion de moléculas de tamafio pequefio a medio. Ademas, el ZIF-8 presenta
una excelente estabilidad térmica y quimica, lo que lo hace adecuado para aplicaciones en
catalisis, separacion y almacenamiento de gases, entre otros campos.®®

La sintesis del ZIF-8 es relativamente sencilla y se realiza mediante la mezcla de sales de
zinc y MI en una solucion acuosa o en un solvente organico, como el MeOH o el DMF. La
formacion del ZIF-8 ocurre en un proceso de autoensamblaje a temperatura ambiente o a
temperaturas moderadas.
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1.4. NPS MAGNETICAS

Las NPs magnéticas estan compuestas de elementos magnéticos, como hierro, niquel,
cobalto y sus 6xidos. Su comportamiento magnético unico esta fuertemente influenciado por el
efecto de su tamario y superficie, asi como por su interaccién con el campo magnético aplicado.
La principal caracteristica es que pueden ser manipuladas por un campo magnético externo,
propiedad que las convierten en una herramienta valiosa en una variedad de bioaplicaciones
como, por ejemplo, la administracion dirigida de farmacos y genes, ingenieria de tejidos,
seguimiento de células, imagen de resonancia magnética y bioseparacion.®®

1.4.1. Magnetismo

Los fundamentos del magnetismo estan relacionados principalmente con el movimiento de
los electrones. Hay dos contribuciones principales al momento magnético de un electréon: el
momento magnético orbital, que se origina por el movimiento del electron alrededor del nucleo
atobmico, y el momento magnético de espin, que esta asociado con el espin intrinseco del
electrén. En ciertos materiales, los momentos magnéticos de los electrones se alinean de manera
paralela o antiparalela, lo que resulta en la formacién de momentos magnéticos netos, también
conocidos como momentos de espin.

Los materiales magnéticos pueden clasificarse, segin cémo interactdan con los campos
magnéticos en ferro(ferri)magnéticos, antiferromagnéticos, paramagnéticos y diamagnéticos.

Los materiales ferromagnéticos presentan una magnetizacion espontanea y remanente,
incluso en ausencia de un campo magnético externo, debido a la interaccién de intercambio
entre los momentos magnéticos de los electrones. Estos materiales, como el hierro y el cobalto,
tienen una alta susceptibilidad magnética y muestran un comportamiento de histéresis.*®

Los materiales ferrimagnéticos, al igual que los ferromagnéticos, pueden retener la
magnetizacion después de que se retira el campo magnético. Sin embargo, la magnetizacion en
materiales ferrimagnéticos es el resultado de las contribuciones magnéticas opuestas pero
desiguales de dos subredes de atomos.'® Ejemplos de este tipo de materiales son la magnetita
(Fe304) y la maghemita (y-Fe203).

En los materiales antiferromagnéticos los momentos magnéticos de los &tomos o iones
estan alineados en direcciones opuestas, lo que da como resultado una magnetizacion neta cero
en ausencia de un campo magnético externo. Sin embargo, en presencia de un campo magnético
externo, estos materiales pueden mostrar una respuesta paramagnética.

Los materiales paramagnéticos exhiben una respuesta magnética positiva a un campo
magnético externo, lo que significa que se magnetizan en la misma direccion del campo
magnético aplicado. Sin embargo, a diferencia de los materiales ferromagnéticos, no retienen
la magnetizacion después de que se retira el campo magnetico. Ejemplos de materiales
paramagnéticos incluyen el aluminio y el oxigeno gaseoso.'®

Los materiales diamagnéticos no tienen momentos magnéticos intrinsecos y desarrollan
una magnetizacién inducida débil en direccion opuesta al campo magnético aplicado; ejemplos
de ellos incluyen gases nobles y liquidos ionicos.*%
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1.4.2. Histéresis

En el caso de materiales ferromagnéticos y ferrimagneticos, la relacion entre la intensidad
del campo magnético aplicado (H) y la resultante magnetizacion del material (M) se representa
mediante una curva, denominada de histéresis. Esta curva, caracteristicamente no lineal y que
no intercepta el origen, sugiere que la magnetizacion del material no es simplemente
proporcional al campo magnético aplicado.

Un aspecto fundamental del ciclo de histéresis es la presencia de una magnetizacion
remanente y el campo coercitivo. La magnetizacién remanente se refiere a la magnetizacion
residual del material una vez que el campo magnético aplicado ha sido disminuido a cero. Por
otro lado, el campo coercitivo es el campo magnético inverso necesario para anular la
magnetizacion del material. Ambas propiedades son indicativas de la resistencia del material a
modificaciones en su estado de magnetizacion.

Los materiales magnéticos se clasifican en "blandos" y "duros", basandose en sus
caracteristicas de histéresis. Los materiales blandos exhiben un ciclo de histéresis estrecho, lo
que indica que pueden ser magnetizados y desmagnetizados con facilidad. Contrariamente, los
materiales duros presentan un ciclo de histéresis mas amplio, lo cual significa que requieren
una mayor cantidad de energia para alterar su estado de magnetizacion. Esta diferenciacion es
esencial para el disefio y la seleccion de materiales en diversas aplicaciones magnéticas.

1.4.3. Magnetismo a escala nano

El magnetismo en las NPs se ve influenciado por el tamafio y la dimensionalidad de las
particulas. A medida que el tamafio de las particulas disminuye hasta llegar a la escala
nanomeétrica se producen cambios en sus propiedades magnéticas.

La anisotropia magnética es una propiedad intrinseca de los materiales magnéticos que
describe la preferencia de orientacién del momento magnético en relacién con una direccién
especifica. En el caso de las NPs magnéticas, la anisotropia se ve afectada por el tamafio, la
forma y la estructura cristalina de las particulas. La anisotropia magnética influye en la
estabilidad del momento magnético y, por tanto, en las propiedades magnéticas de las NPs.%!

En los materiales magnéticos de escala macroscopica, la minimizacién de la energia
magnetostatica del material se logra mediante la formacion de dominios magnéticos. Estos
dominios estan separados por paredes de Bloch, zonas de transicion donde los momentos
magnéticos varian de manera gradual de un dominio a otro.

La formacion de estas paredes de Bloch se origina a través de un proceso guiado por el
equilibrio entre dos factores: En primer lugar, la energia magnetostatica, que incrementa
proporcionalmente al volumen del material; y en segundo lugar, la energia de la pared de
dominio, que aumenta en proporcion directa con el area interfacial entre los dominios. %2

Al alcanzar un didmetro de particula critico, la energia necesaria para la formacién de las
paredes de dominio supera la requerida para soportar la energia magnetostatica externa. Como
consecuencia de este fendmeno, la formacion de paredes de dominio cesa, resultando en un
material que es monodominio. El diametro critico®? para que esto suceda en el caso de MNPs
esféricas viene dado por:
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VA k (7)
fo M?

D, ~ 18

donde A es la constante de intercambio, K es la constante de anisotropia efectiva, o es la
permeabilidad del vacio y M es la magnetizacion de saturacion. Para la mayoria de los NMs
magnéticos, D¢ estara en el rango de 10-100 nm, aunque para materiales con alta anisotropia
magnética este valor puede ser mayor.

Otro efecto importante a escala nano es el superparamagnetismo. La energia de anisotropia
magnética de cada particula, que mantiene los momentos magnéticos orientados en una
direccion especifica es:1%2

E(0) = kV sen?8 (8)

donde V es el volumen de la particula, K la constante de anisotropia y 0 es el angulo entre la
magnetizacion y el eje facil .

Conforme disminuye el tamafio de la particula, la energia térmica (ksT, donde kg es la
constante de Boltzmann y T la temperatura) puede ser mayor que kV; bajo estas circunstancias
la magnetizacion de la particula puede invertirse con facilidad.

El tiempo de relajacién, , de una particula es descrito por la expresion de Néel-Brown: 1%

T=T0<1§3_Z‘> (9)

donde 1o es del orden de 107 s.

Asi pues, si el momento magnético de la particula se invierte en un tiempo menor que las
escalas temporales experimentales, se dice que el sistema se encuentra en un estado
superparamagnético y no presenta histéresis magnética.'%?

1.4.4. Hipertermia

El origen de la generacion de calor en las NPs magnéticas (MNPs) al aplicarles un AMF
(del inglés Alternating Magnetic Field) surge debido a diferentes procesos de inversion de la
magnetizacion en el sistema de particulas: histéresis, y relajacion de Néel o Brown.% Estos
mecanismos hacen que las MNPs conviertan la energia del campo magnético en calor, lo que
puede ser utilizado en aplicaciones biomédicas como la hipertermia magnética.

Las pérdidas magnéticas por histéresis, que representan la cantidad de energia disipada
durante cada ciclo de reversion de la magnetizacion, pueden cuantificarse mediante la
integracion del area encerrada en las curvas de histéresis. Estas pérdidas son fuertemente
dependientes tanto de la amplitud del campo magnético como del historial magnético previo
del material, es decir, como se ha magnetizado y desmagnetizado en el pasado.'®

El calentamiento por relajacion de Neél se debe a la reorientacion del momento magnético
de las MNPs en respuesta al campo magnético aplicado (Figura 7, A). Cuando se aplica un

1 Direccién espacial en la que el material se magnetiza mas facilmente.
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AMF, el momento magnético de las MNPs intenta alinearse con la direccion del campo. Sin
embargo, debido a la anisotropia magnética y la energia térmica, el momento magnético no se
alinea perfectamente y experimenta una rotacion. Esta rotacion del momento magnético
provoca una pérdida de energia en forma de calor. La relajacion de Neél es el mecanismo
dominalme de generacion de calor en NPs magnéticas con tamafios menores al diametro
critico.

El calentamiento por relajacion de Brown se origina por la rotacion fisica de las MNPs en
respuesta al campo magnético aplicado (Figura 7, B). Cuando se aplica un AFM, las NPs
experimentan una fuerza magnética que las hace girar en la direccion del campo. Durante este
proceso de rotacion, las NPs experimentan una resistencia viscosa del medio circundante, lo
que resulta en una disipacion de energia en forma de calor. La relajacion de Brown es méas
relevante en NPs magnéticas de mayor tamafo o en aquellas que estan fuertemente ligadas a su
entorno.1%

La capacidad de las MNPs para generar calor bajo un AMF se cuantifica a través de la SAR
(por sus siglas en inglés de Specific Absorption Rate) o también a través del SLP (por sus siglas
en inglés de Specific Loss Power).

El SLP es una magnitud que describe la potencia generada por gramo de material
magnético en los tejidos o cultivos (W.g™?). Esta medida es proporcional a la pendiente inicial
de la curva de calentamiento en un experimento de hipertermia magnética. En el contexto de la
medicion de hipertermia magnética, el SLP se deriva de la siguiente manera:*%®

my AT

SLP = —Cp— (10)
m, P At

siendo Cp el calor especifico del coloide en J.g.°C™* (para concentraciones bajas de
MNPs, es igual a la capacidad calorifica del medio de suspension), mg y mn son la masa del
disolvente y de las NPs en mg, respectivamente y AT/At es la pendiente en °C.s™.

El SAR es una medida de la eficiencia con la que absorbe la energia en un objeto o tejido
cuando se somete a un campo de radiofrecuencia (RF).% Los valores de SAR depende de varios
factores, como el tamafio de las NPs, su composicidn, estructura, la frecuencia y la intensidad
del AMF aplicado, y las propiedades del medio circundante,'®” pudiendo ser calculada a partir
de la siguiente expresion:1%®

SAR=SLP=£=£ (11)
p P

siendo A, el area del ciclo de histéresis registrado bajo el AMF aplicado de frecuencia, f, y p la
densidad de las MNPs.
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Figura 7: Rotacion de Néel vs. rotacion browniana. (A) Rotacion de Néel: el momento
magnético rota mientras la particula permanece fija. (B) Rotacién Browniana: el momento
magnético permanece fijo con respecto a los ejes cristalinos mientras la particula
rota.(Adaptado con permiso de la referencia '%%)
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1.5. NPsS DE PALADIO

El paladio es un elemento quimico perteneciente al grupo del platino, que se caracteriza
por su elevada resistencia a la corrosion, su capacidad de absorcion de hidrégeno y su excelente
actividad catalitica. Desde su descubrimiento en 1803 por William Hyde Wollaston, el paladio
ha sido objeto de estudio en distintas areas de la quimica y la fisica debido a sus interesantes
propiedades.'®® EIl paladio es un metal de transicion, perteneciente al grupo 10 de la tabla
periddica, con una configuracion electronica que se representa como [Kr] 4d*°. Este elemento
presenta una superposicion entre sus bandas de energia 4d y 5s, una caracteristica comun en los
metales de transicion. De manera notable, el paladio muestra una preferencia por llenar la banda
5s, de menor energia, antes que la banda 4d, de mayor energia. Este comportamiento resulta en
una alta afinidad del paladio hacia los electrones donantes de otros 4&tomos, lo que le permite la
formacion de enlaces con los sustratos.%®

El paladio cristaliza en la estructura de red cubica centrada en las caras (fcc), o que crea
una superficie con diferentes tipos de sitios atomicos, como los atomos de la esquina, los de la
arista y los de la cara.!® Estos diferentes sitios atomicos pueden tener diferentes actividades
cataliticas y selectividades.

El uso del paladio como catalizador se ha aplicado ampliamente en varias reacciones
quimicas industriales y de laboratorio. Entre las reacciones mas notables se encuentra la
hidrogenacion de dobles enlaces, donde el paladio permite la adicion de hidrégeno a los
compuestos organicos insaturados.*® Ademas, la catalisis con paladio ha sido fundamental en
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reacciones de acoplamiento cruzado, como la reaccion de Suzuki-Miyaura, que permite la
formacion de enlaces carbono-carbono. !

Uno de los desarrollos mas destacados en el campo de la catélisis heterogénea de paladio
es el uso de NPs de paladio (PANPs). En la catalisis heterogénea, el catalizador y los reactivos
existen en distintas fases, tipicamente sélida y gaseosa o liquida. Los catalizadores heterogéneos
ofrecen notables beneficios debido a su elevada estabilidad, su capacidad para ser separados
del producto con facilidad y su potencial de reutilizacion.!?

En un proceso tipico de catalisis heterogénea, los reactivos se adsorben sobre la superficie
del catalizador, sitio en el que tiene lugar la reaccion. Posteriormente, los productos resultantes
se desadsorben, dejando libre la superficie del catalizador para que puedan adsorberse mas
reactivos. Este proceso puede incrementar de manera considerable la velocidad de las
reacciones quimicas, permitiendo que se produzcan a temperaturas inferiores y/o a velocidades
superiores a las que se darian en ausencia de un catalizador.

En el caso particular de las PANPs, estas pueden ser soportadas, generalmente en un
6xido,*!3 carbon activado,'** una zeolita'?® 0 en un MOF.%117 Estos soportes solidos aportan
a las PANPs una serie de ventajas adicionales. Primero, al disponer las NPs sobre estos soportes,
se incrementa el area superficial efectiva del catalizador. Ademas, el soporte contribuye a aislar
las NPs entre si, lo que previene su aglomeracion y lixiviacion evitando la pérdida de actividad
catalitica. La aglomeracion de las NPs puede limitar la disponibilidad de sitios activos y, por lo
tanto, reducir la efectividad del catalizador. Otra ventaja significativa es que facilitan la
separacion y reutilizacion del catalizador: En lugar de permanecer en la mezcla de reaccion, las
PdNP permanecen adheridas al soporte, lo que permite separar facilmente el catalizador del
producto de la reaccion. Esto evita la pérdida de metales costosos y permite la reutilizacion del
catalizador.1

Dado que la actividad catalitica estd intimamente relacionada con el ndmero de sitios
activos disponibles en la superficie de un catalizador, la reduccion del tamafio de las particulas
a escala nanométrica aumenta drasticamente la proporcién de atomos de superficie. Este
aumento de la relacion superficie-volumen se traduce en una mayor eficiencia catalitica, ya que
se dispone de més sitios activos para la interaccion con los reactivos.*®

El tamafio, la forma, la composicidn y la estructura de las NPs pueden ajustarse mediante
diversas técnicas de sintesis, lo que permite una optimizacion de las propiedades cataliticas.
Este control fino de las propiedades de las NPs ofrece la posibilidad de disefiar catalizadores
personalizados que se ajusten a las necesidades especificas de determinadas reacciones.*®
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2. METODOS Y MATERIALES

2.1. REACTIVOS

Citrato de sodio (NazCsHsO7, Sigma Aldrich #W302600);; &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA, #E26282); acido tetracloroaurico (I11) (HAuCls, #254169), borohidruro de sodio
(NaBH4, #452882); nitrato de plata (AgNOs, #209139); acido ascorbico (AA, #A1300000);
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, #MKBX6159V); acido tanico (AT, #1401-55-4);
oleylamina (OLAM, #07805); cloroformo (CHCIs, #48603); acetilacetonato de cobre (l1)
(Cu(acac)., #C87851), Cloruro de hierro (1) (FeCls, #44944); cloruro de hierro (1) (FeCly,
#372870); cloruro de cobalto (I1) (CoClz, #C8661); oleato de sodio (CisHisNaO-, #26125);
hexano (CeHis, #270504); 1-octadeceno (ODE, #8.22112); acido oleico (AO, #364525);
acetilacetonato de paladio(ll) (Pd(acac)2, #209015); tetraclorepaladato (11) de potasio (K2PdCla,
#323411); dimetilformamida (DMF, #227056); dietilenglicol (DEG, #H26456); oleilamina
(OLAM, #0O7805); polietilenimina (PEI, #408727); 2-metilimidazol (Melm; #M50850); nitrato
de zinc hexahidratado (Zn(NOz)2-:6H20; #96482); violeta de cresilo (CV, #C5042);
tetrahidrofurano (THF, #401757); poli(isobutilen-alt-maleico anhidrido) (PMA, #531278);
MeOH (DDA, #D222208); hidréxido de sodio (NaOH, #S5881); PEG 5 kDa; mucina (MC,
#M2378); 6-aminofluoresceina (6-AF, #201634); amino-PEG-tiol ((HS-PEG5K-NH2
#JKA5145); carboxi-PEG-tiol (HS-PEG5K-COOH, #757845); albimina sérica bovina (BSA,
#A2153) fueron comprados en Sigma-Aldrich.

El &cido citrico (CsHsO-, Acros # 11905071) y acido clorhidrico (HCI) fueron comprados
en Fisher Scientific.

El medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM, #41966-029), Rodamina B isotiocianato (#
283924) y la fluoresceina-5-isotiocianato (FITC, #1245460250) fue comprador en Thermo
Fisher Scientific.

La (and-6)-Carboxitetrametilrodamina (TAMRA, #AS-81120-1) fue comprada en
AnaSpec.

El etanol absoluto (EtOH, #£ET00052500) fue comprado en Scharlab.

2.2. METODOS

2.2.1. Consideraciones generales.

Todo el material de vidrio fue lavado con agua y detergente, agua regia y enjuagado con
agua Milli-Q y acetona. El agua regia fue preparada, antes de su uso, mezclando 3 volimenes
de &cido clorhidrico (HCI) por cada volumen de éacido nitrico (HNO3). El agua regia es un
oxidante fuerte y corrosiva por lo que debe prepararse y manipularse con extrema precaucion.
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2.2.2. Sintesis de AuNPs

Las AuNPs monodispersas y estabilizadas con citrato se sintetizaron mediante un protocolo
estandar previamente descrito.?

Un matraz de fondo redondo de tres bocas, conteniendo 144 ml de agua Milli-Q se llevé a
ebullicion mediante el uso de una manta calefactora. Se utilizé un condensador para prevenir la
evaporacion del agua. Una vez iniciada la ebullicion, se afiadieron 3.5 ml de citrato de sodio
(NasCesHs07) (60 mM) y 1,5 ml de acido citrico (CsHsO-) (60 mM) y se agitd (450 RPM)
durante 30 min. A continuacién, se introdujeron 0,1 ml de &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) dentro de la mezcla seguido de la adicién de 1 ml de &cido tetracloroaurico (I1)
(HAUCl4) (25 mM). Tras unos segundos, se observé un cambio de color desde amarillo palido
hasta azul para finalmente cambiar a rojo-vino, lo que indic6 la formacion de AuNPs.
Finalmente, se enfrio la dispersion hasta la temperatura ambiente y se determiné el tamafio y la
concentracion de las AuNPs a partir del maximo de absorbancia del plasmén medido por
espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis). El tamarfio se calculd a partir de la posicion del
plasmon, y la concentracion se determind mediante la ecuacion de Lambert Beer:

A(/l) = SNP(}{)'Z * CNP (12)

donde &y p (1) es el coeficiente molar de extincion, que es funcion del tamafio de las NPs, A(1)
la absorbancia, [ es la longitud del camino Optico de la cubetay Cyp €s la concentracion de NPs.

2.2.3. Sintesis de AUNRs

Las AuNRs estabilizadas con CTAB se sintetizaron siguiendo un método de crecimiento
mediado por semillas, de acuerdo al protocolo descrito por el grupo de C. Murphy.? Este
método implicé la adicion de una solucion de semilla de oro a una solucién de reactivo de
crecimiento que contiene CTAB como agente estabilizante. La temperatura y la relacion molar
de reactantes se controlaron cuidadosamente para promover el crecimiento preferencial de las
AUNR en lugar de las NPs esféricas.

El primer paso en la sintesis de las semillas de oro consistid en la adicion de 0,25 ml de
una solucién de HAuCIs (0.01 M) a 7,5 ml de una disolucion de CTAB (0,2 M) a una
temperatura de 26 °C. Posteriormente, se agregd con rapidez 0,6 ml de una solucién recién
preparada de borohidruro de sodio (NaBH4) (0.01 M), mientras se agitaba la solucion a una
velocidad de 350 rpm durante un periodo de 2 minutos. La adicion de NaBHa4 provocé un
cambio inmediato del color de la solucion de amarillo a marrén. Las semillas de oro resultantes
se dejaron en reposo durante 1 hora antes de su uso, para garantizar la descomposicion completa
del NaBHa.

La segunda parte del proceso de sintesis implico el crecimiento de las AuNRs a partir de
las semillas previamente sintetizadas. Para ello, se preparé una disolucién de 100 ml de CTAB
(0,2 M) a una temperatura de 26°C, y se agitdé mientras se afiadieron 4.25 ml de una solucién
de HAuCls (0,01 M) y 1,23 ml de una solucion de nitrato de plata (AgNO3) (0,01 M). Tras
agitar la solucion durante 2 minutos, se afiadieron 0.68 ml de una solucion de AA (0,1 M).
Después de agitar durante 10 minutos, se agregd 1,1 ml de la solucion de semillas y se agito
durante 2 minutos mas. Finalmente, la solucion se dejé en reposo durante toda la noche a una
temperatura de 26 °C.
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Las AuNR resultantes se purificaron mediante centrifugacion a 10000 rcf durante 30
minutos en dos ocasiones. Posteriormente, se dispersaron los sedimentos en una solucién de
CTAB (0,16 mg/mL) para garantizar la estabilidad de los AUNRs durante su almacenamiento.

2.2.4. Determinacion de la concentracion de AuNRs por ICP

Se digirieron 20 pl de la dispersion de AuNRs con agua regia. Para ello, sobre los 20 pl se
afiadieron 120 pl de HNO3z y 360 pl de HCI. Se dejo la mezcla, al menos, 3 h para asegurarse
de la completa digestion de las NPs. A continuacion, se afiadieron 4,5 ml de H20 ultrapura y se
determind la concentracién de Au mediante ICP, siendo la concentracion de Au en la muestra:

Cm:d*CICPZZSO*CICP (13)

donde Cn, es la concentracion de Au de la muestra original en g.I, d la dilucion de la muestra
que se mide en el ICP respecto a la original y Cicp la concentracion determinada por el ICP en

.l
La masa de un solo AuNR (maunr) se calculé como:

MauNg = Pay *V = 19,3 x T * h * 12 (14)
siendo pau la densidad del Au en gcm™, v el volumen medio de un AuNRs en cm®, hy r son la
altura y radio medio de los AuNRs en cm, respectivamente.

Conocida la concentracion de Au y la masa de un AuNR, la masa molar (Maunrs) se calculd
como:

Myynrs = Maung * NA (15)

siendo NA el niumero de Avogadro.

2.2.5. Célculo del coeficiente de extincion de los AUNRS

A partir de la concentracién de la muestra de AuNRs determinada mediante ICP-MS, se
pudo calcular el coeficiente de extincion de estos y, asi, poder obtener también su concentracién
a partir del espectro UV-Vis.

De acuerdo con la ley de Beer-Lambert, la absorbancia de una muestra es directamente
proporcional a su concentraciéon molar (C), al camino dptico (L) y al coeficiente de extincion
molar de la muestra (&), si despejamos ¢, teniendo en cuenta que L es 1 cm, queda:

S (16)
€712

Representando medidas de absorbancia a A=450 nm de longitud de onda a diferentes
concentraciones de NP, la pendiente de la recta que se ajusto a los puntos experimentales es el
coeficiente de extincion molar.
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2.2.6. Recubrimiento de los AUNRSs con BSA

La BSA se marco con FITC. Primero, el FITC se disolvi6 en DMSO para preparar
soluciones de reserva de 10 mgmL™. Luego, el colorante se incub6 con la BSA durante 4 h a
temperatura ambiente en un tampon de carbonato (50 mM, pH 9,2) para permitir la reaccién
entre los grupos isotiocianato y los grupos amina de la proteina. La proporcion utilizada para la
conjugacion fue de 25 moléculas de colorante por molécula de BSA. A continuacion, se utilizo
una columna de exclusiéon de tamafio (PD-10, MWCO = 5000 Da; #GE17-0851-01) para
purificar la proteina marcada (BSA-FITC) del exceso de colorante libre. Se utilizé el ensayo de
Bradford (Pierce TM Coomassie Plus Assay Kit; ThermoFisher #23236) para determinar las
concentraciones de proteinas (CP). Para ello, se mezclaron 150 pL de muestras de proteina
estandar diluida (estandar BSA inicial de 2 mg.mI™) en un rango de trabajo de 1-25 pg.mlty
muestras desconocidas con 150 pL de reactivo de Coomassie en una microplaca de 96 pocillos.
La absorbancia a 570 nm se leyé utilizando un lector de microplacas (TECAN, Infinite 200
pro). Luego, se preparo una curva de calibracion midiendo la fluorescencia de varias diluciones
de BSA conocidas con concentracion CP. La fluorescencia se midi6 utilizando un lector de
placas, lo que nos permitié correlacionar la concentracién de proteina y la fluorescencia. Las
muestras de BSA-FITC se protegieron de la luz y se almacenaron a 4 °C. La BSA-FITC (0.12
mM) se utilizé para formar la corona proteica en los AuNRs. Los complejos AUNRS@BSA se
prepararon justo antes de cada experimento. Los AuNRs se incubaron con BSA (utilizando una
proporcion de 4000 BSA por AuNR) en un tampon de PBS (con una concentracion final de
AUNRs de 1.0-10'2 AuNRs.mlI}) a temperatura ambiente en un agitador. Después de 1 h de
incubacion, se centrifugaron los AUNRsS@BSA a 13000 rcf y se resuspendieron en PBS fresco
para eliminar la proteina no unida. Se repitio este paso de lavado tres veces en total. Finalmente,
las particulas se resuspendieron en PBS.

2.2.7. Experimento de irradiacion laser de los AUNR@BSA

Se irradi6 0,5 ml de una dispersion de AUNR@BSA PEGilada a concentracion 5 nM con
un laser de diodo de infrarrojo cercano (NIR) (A = 805 nm, potencia de salida de 500 mW). La
irradiacion laser a 4 W.cm se llevo a cabo durante 3 min. Tras la irradiacion, las muestras se
precipitaron mediante centrifugacion y se analiz6 la cantidad de BSA que quedd adsorbida en
la superficie de los AUNRs.

La BSA@FITC adsorbida en la superficie de los AuNRs se midié antes y después de la
irradiacion laser (cuando los AuNRs estaban dispersos en PBS o en medios de cultivo celular
completos) mediante medidas de intensidad de fluorescencia utilizando un lector de
microplacas (TECAN, Infinite 200 Pro.).

2.2.8. Sintesis de AuNSs

Las AuNSs se sintetizaron empleando AuNPs como semillas, cationes de plata como
agentes de terminacion y AA como agente reductor. Las AuNPs se sintetizaron por reduccion
con citrato de sodio mediante el protocolo descrito por F. Schulz et al.*?! La sintesis de semillas
consistio en calentar 1 | de agua Milli Q hasta alcanzar el punto de ebullicion con agitacion a
400 rpm. Posteriormente, se afiadieron 26 ml de citrato de sodio (60 mM) y 8,7 ml de acido
citrico (60 mM), manteniendo la ebullicion durante un periodo de 30 min. A continuacion, se
agregaron 0,7 ml de EDTA (30 mM) y 6,9 ml de HAuCl4. Tras transcurrir 1 min se observo un
cambio en el color de la solucion, pasando de amarillo palido a rojo vino indicando, asi, la
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sintesis de nanoparticulas esféricas. Seguidamente, se enfrid la dispersion en un bafio de agua
helada hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Para la sintesis de las AuNSs, a 100 ml de una solucion de HAuCl4 (0,25 mM) contenida
en un vaso de precipitados, agitando a 250 rpm, se afiadieron 150 uL de HCI (1M) y 4 ml de
semillas de AuUNP (2 nM). A continuacion, se agregaron simultdneamente 1.5 ml de AgNO3 (1
mM) y 0,75 ml de AA (66,7 mM), lo que provoco que la solucion adquiriera un color azul
oscuro. Tras 5 minutos, se afiadieron 25 ml de una solucién de bromuro de CTAB (0,2 M) para
detener el crecimiento de las AuNSs. La mezcla se agito durante 2 minutos mas y se sumergio
en un bafio de hielo durante 5 minutos. Por Ultimo, las AuNS se centrifugaron durante 10
minutos a 7000 rcf y se lavaron 2 veces con una solucion acuosa de CTAB con una
concentracion de 0,16 mg.ml™. Finalmente, las AuNS se dispersaron en 2 ml de una solucion
acuosa de CTAB con una concentracion de 0,16 mg.ml™* para garantizar su estabilidad durante
el almacenamiento. Suponiendo que se formé una AuNS a partir de cada AuNP, y que durante
los lavados no se perdieron semillas, se supuso una concentracion final de AUNSs de 4 nM.

2.2.9. Sintesis de NPs de plata (AgNPs) en medio acuoso

Las AgNPs se sintetizaron siguiendo el método descrito por V. Puntes et al.?? En un vaso
de precipitados de 250 ml, se disolvieron 42,5 mg de acido tanico (0,25 mM) y 147,0 mg de
citrato de sodio (5 mM) en 100 ml de agua Milli-Q. La solucidn se calent6 hasta alcanzar los
100 °Cy, una vez que comenzd a hervir, se adiciond 1 ml de AgNO3 (25 mM). Tras 10 segundos
de reaccion, se enfrio rapidamente la solucién sumergiéndola en un bafio de hielo. Finalmente,
las NPs se purificaron mediante una centrifugacién a 16000 rcf durante 20 min y se descart6 el
sobrenadante. El precipitado obtenido se dispersé en agua Milli-Q para su posterior uso.

2.2.10. Sintesis de NPs de plata (AgNPs) en medio organico

Las AgNPs fueron sintetizadas por descomposiciéon térmica de un precursor de plata
utilizando el método descrito por S. Peng et al.*?® En un matraz de 100 ml, se mezclaron 1 mmol
de AgNOz y 20 ml de OLAM. La mezcla fue desgasificada calentdndola a 60 °C bajo vacio
durante 20 min. A continuacion, la solucién se calentd hasta 240 °C bajo una atmoésfera de N2
y se dej6 durante 1 h. Después de enfriar la solucién a temperatura ambiente, se afiadieron 25
ml de EtOH y se precipitd la mezcla a 2000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el precipitado
se suspendio en 10 ml de cloroformo (CHCly).

2.2.11. Sintesis de NPs de cobre (CuNPs)

Las CuNPs fueron sintetizadas siguiendo el método descrito por M. Shi et al.'** En un
matraz de 50 ml de tres bocas, se disolvieron 0,1 g de acetilacetonato de cobre (I1) (Cu(acac).)
en 10 ml de OLAM vy se desgasifico durante 1 h bajo vacio a temperatura ambiente. A
continuacion, se calentd lentamente hasta 230 °C bajo una atmosfera de N2 y se dejo durante 3
h. Para purificar las NPs, una vez que la dispersién estaba a temperatura ambiente, se afiadieron
30 ml de EtOH desoxigenado y se centrifugo a 2500 rcf durante 10 min. A continuacion, se
disperso el precipitado en CHCI3z desoxigenado y se volvio a lavar con EtOH. Las CuNPs se
almacenaron bajo vacio hasta su uso.
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2.2.12. Sintesis de MNPs de 6xido de hierro

Las MNPs fueron sintetizadas por descomposicion térmica siguiendo un protocolo
adaptado del descrito previamente por P. Anikeeva et al.*? Se sintetizaron MNPs con formula
CoxFer-x 04 con diferentes proporciones de Co.

Para preparar 1 mmol de precursor organometalico (Cox)Fea-x) (C18H3302)g) se disolvieron
2 mmoles de cloruro de hierro (I11) (FeCls), 1-x mmoles de cloruro de hierro (1) FeCly), x
mmoles de cloruro de cobalto (I1) (CoCl,) y 8 mmoles de oleato de sodio (CisH3sNaO-) en una
mezcla formada por 10 ml de EtOH, 10 ml de H2O Milli-Q y 20 ml de hexano (CsHua).
Alternativamente, se pueden preparar precursores de Fe?" (Fe(CisH3302)2), Fe®*
(Fez2(C1sH3302)s), y Co?* (Co(C1sH330z)2), por separado, cuantificar la concentracion de metal
mediante ICP y mezclarlos en las proporciones adecuadas para obtener el precursor
organometalico con la proporcién de Co deseada. En el caso de preparar 1 mmol de precursor
se mezclan 2 mmoles de oleato de Fe®*, 1-x mmoles de oleato de Fe?* y x mmoles de oleato de
Co?".

A continuacion, se calento la mezcla a reflujo a 75 °C con agitacién magnética (400 rpm)
durante 4 h y se separ6 la fase orgénica, la cual se lavo con agua Milli-Q en un embudo de
decantacion. En un matraz redondo de 50 ml, se calento la fase organica durante 2 h a 85 °C
con agitacion magnética (250 rpm), y después a vacio a 113 °C durante 2 h adicionales (Figura
8).
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Figura 8: Esquema de la preparacion del oleato de hierro. Montaje del sistema de reflujo
para la sintesis (izquierda) y representacién de la coordinacion de cationes de Fe?* y Fe3* con
aniones oleato (derecha).

Para sintetizar MNPs de 15 nm, se disolvié 1 mmol de precursor con la proporcién de Co
deseada en 5 ml de ODE y 175 pl de AO en un matraz de 3 bocas de 50 ml (Figura 9). Se
calent6 a 110 °C a vacio durante 1 hora. Seguidamente, se calent6 hasta 200 °C bajo flujo de
N2; finalmente, se increment6 la temperatura hasta 310 °C con un gradiente de 1 °C.miny se
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mantuvo durante 1 h. La mezcla se recogié en 40 ml de una mezcla 1:1 de EtOH:CeHia y se
centrifugd (7000 rcf durante 10 min). El precipitado se disperso en 10 ml de CsHis, 5 ml de
EtOH y se centrifugd (7000 rcf durante 10 min) dos veces. Finalmente, el sedimento se disperso
en 10 ml de CsH 4.

Figura 9: Esquema del montaje para la sintesis de MNPs.

Cambiando la temperatura final de la rampa de calentamiento, se pudieron obtener
diferentes tamarios de NP como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3: Tamano de las MNPs en funcidon de la temperatura final de la reaccidn.
Tamaiio /nm  Temperatura final / °C

12 305
15 310
18 315

2.2.13. Sintesis de PdANCs

Los PANCs concavos fueron sintetizados siguiendo el método quimico en solucion
adaptado del protocolo descrito por L. Cai et al.*?® Una sal de paladio, tetracloropaladato (I1)
de potasio (K2PdCls), fue reducida con AA en presencia de CTAB, que actué como agente
estabilizador. En un vaso de precipitados de 50 ml con agitacion magnética (250 rpm), se
disolvieron 0,5 ml de CTAB (0,1 M) y 2,5 ml de KoPdCls (10 mM) en 21,2 ml de agua MilliQ.
A continuacion, se afiadieron 0,75 ml de AA (0,1 M) y se introdujo el vaso de precipitados en
un bafio de agua a 35 °C. Se agito la mezcla a 35 °C hasta que el color de la solucion cambio a
negro (~5 min), lo que indico la formacion de PANCs. Por altimo, se purifico la suspension
coloidal mediante centrifugacion (7200 rcf durante 10 min) dos veces y se redisperso en una
solucion acuosa de CTAB (0,16 mg.ml™Y).
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2.2.14. Sintesis de PdANDs

Se sintetizaron dos tipos de PANDs utilizando un método quimico himedo adaptado del
protocolo descrito por I. Pastoriza-Santos et al.?’ Para ello, se redujeron dos sales de paladio,
acetilacetonato de paladio(ll) (Pd(acac).) y tetracloropaladato(ll) de potasio (K-PdCls) en DMF
y una mezcla de DEG con OLAM, respectivamente, en presencia de PEI, un polimero cargado
positivamente.

2.2.14.a. Sintesis de PAND1

Se afiadieron 209 pul de PEI con una jeringa a 8 ml de DMF contenidos en un matraz de 2
bocas de 50 ml. Se agito la solucion durante 20 minutos (250 rpm). A continuacién, se calento
hasta 130°C con una manta calefactora y se afiadieron 7,6 mg de Pd(aca).. Seguidamente, se
elevd la temperatura hasta 150 °C y se mantuvo durante 1 h. Tras enfriar a temperatura
ambiente, la muestra se transfiri a un tubo cénico de 15 ml, se agregaron 8 ml de EtOH y se
centrifugd (16000 rcf durante 10 min). El precipitado fue suspendido en 15 ml de EtOH. Este
proceso se repitié con acetona (C3H60) y agua Milli-Q. Finalmente, el precipitado fue
suspendido en 4 ml de agua Milli-Q.

2.2.14.b. Sintesis de PAND2

Se afiadieron 209 pl de PEI con una jeringa a un matraz de 3 bocas de 50 ml que contenia
4 ml de DEG y 4 ml de OLAM, y se agito la mezcla durante 20 min a 250 rpm. Manteniendo
la agitacion, se afiadieron 24 mg de K>PdCls a la mezcla, se calento hasta 110 °C y se mantuvo
durante 1 h bajo vacio. Por ultimo, bajo una corriente de N2, se elevd la temperatura hasta 150
°Cy se mantuvo durante 1 h. Después de enfriar a TA, el contenido se transfirié a tubos conicos
de 15 ml y se adicionaron 5 ml de EtOH. La muestra se purifico por centrifugacion (7200 rcf
durante 10 min). El precipitado se suspendié en 8 ml de EtOH, y este proceso se repitid con
C3HsO y agua Milli-Q. Finalmente, el precipitado se suspendi6 en 4 ml de agua Milli-Q.

2.2.15. Determinacion de las constantes de reaccion

En un vial de 2 ml, se mezclaron 4,5 ul de la dispersion de PANC de una concentracién de
Pd de 1 mM, 25 pl de AM (0,3 mg.mI) y 965 pl de MeOH. La mezcla se introdujo en una
cubeta UV-Vis y, sobre la mezcla ya introducida en el equipo, se afiadié el NaBHa4 en exceso,
especificamente, 5 pl de NaBH. (5 mg.ml?), y se midi6 la absorbancia a 664 nm de longitud
de onda durante 80 s. Se representé el Ln(A.Ao™) en funcién del tiempo, y se ajustaron los
puntos obtenidos a una linea recta mediante el empleo de una regresion lineal. La pendiente de
dicha recta se interpret6 como el valor negativo de k.

Se repitio el mismo procedimiento para cada uno de los sistemas, pero mezclando 5,3; 100
y 55 ul de una dispersion de 1 mM en Pd para los PANC@PEG, PANC@MC y PdND,
respectivamente.

2.2.16. Sintesis de ZIF-8

Estas particulas se sintetizan siguiendo un protocolo previamente publicado por el grupo
donde he desarrollado esta tesis.*?® Con el fin de controlar el tamafio y forma de las particulas,
se utiliz6 CTAB durante la sintesis. En un vial de vidrio de 5 ml bajo agitacion magnetica 'y a
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TA, se mezcla 1 ml de solucion acuosa de MI (1,3 M), 1 ml de solucidn acuosa de nitrato de
zinc hexahidratado (Zn(NO3)2¢6H20) (0,025 M) y 1 ml de solucion acuosa de CTAB (0,16
mg.ml?). La mezcla se agit6 durante 5 min y se dejo en reposo durante 3 h a TA. La aparicion
de turbidez blanca indico la formacion de los ZIF-8. Finalmente, las particulas se precipitaron
por centrifugacion (7000 rcf, 10 min) y se lavaron dos veces con MeOH. Tras el lavado se
dispersaron en 1 mL de MeOH.

Finalmente, se determiné la concentracion mediante el DLS. Para ello se prepararon varias
diluciones (1:2500, 1:2000, 1:1500, 1:1000 y 1:500) de la muestra en agua. Se midio la
concentracion en el DLS en NPs.mlIt por triplicado y los valores medios se convirtieron a
nmoles de NPs.I"t, multiplicando por 10* y dividiendo por el nimero de Avogadro. Por Gltimo,
se representd la concentracion en nM frente a la inversa del factor de dilucion (por ejemplo, en
el caso de la dilucion 1:2500, la inversa del factor de dilucion es 2500%), los puntos se ajustaron
por regresion lineal a una recta, cuya pendiente fue la concentracion de ZIF-8 en nM en la
muestra original.

El procedimiento de determinacion de la concentracion fue extensible para todos los
nanompuestos y ZIF-8 cargados descritos en los siguientes apartados.

2.2.17. Sintesis del nanocompuesto (NC) formados por NP recubiertas de ZIF-8
(NP@ZIF-8)

En la sintesis de NC, las NPs fueron utilizadas como semillas sobre las cuales se crecio una
capa de ZIF-8. Este protocolo fue equivalente al descrito anteriormente para el ZIF-8 con la
modificacion de que se afiadié 1 ml de disolucion acuosa de CTAB (0,2 g.I'Y) con las NPs
(AuNR, AuNS, MNP o PdNP) dispersas a una concentracion de 2 nM. La purificacion de los
NC fue la misma que la del ZIF-8. Dado que para la sintesis se afiadié 1 ml de NPs a una
concentracion de 2 nM, y suponiendo que un NC creci6 a partir de cada NP, se estimd que la
concentracion final de NCs fue de 2 nM.

Ademas, se llevaron a cabo experimentos para analizar el efecto de distintos procesos de
lavado en los AuNRs@ZIF-8 resultantes. Estos lavados consistieron en dos etapas de
centrifugacion (7000 rcf, 10 min) y redispersion en 1 ml de diferentes combinaciones de agentes
dispersantes (Tabla 4).

Tabla 4: Diferentes combinaciones de agentes dispersantes probados para el lavado de los
NC.

12 redispersion 22 redispersion
MeOH H20

H20 H20

MeOH PSF

H20 PSF

PSF PSF

MeOH MeOH

2.2.18. Sintesis de NP@ZIF-8 cargado con CV

Este protocolo es equivalente al descrito anteriormente para los NCs con la modificacion
de que se afadié en la disolucion acuosa de CTAB (0,16 g.I'Y), CV (0.1 g.I'!), las NPs a una
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concentracion de 2 nM y tan solo se lavo 1 vez con MeOH para evitar eliminar el CV
encapsulado. Al no contar con un recubrimiento polimérico de proteccion, el CV adsorbido en
las superficies internas del ZIF-8 se puede eliminar con facilidad.

2.2.19. Sintesis del nanocompuesto NPagregadas@ZIF-8

Este procedimiento fue analogo al de los NP@ZIF-8 con la diferencia que las NPs dispersas
en agua a una concentracion de 4 nM, y solo el CTAB residual de la sintesis de las AuNSs.

2.2.20. Medidas SERS con los NPagregados@ZIF-8

En un recipiente de 1 ml, se afiadieron 25 pl de una suspension de NPagregadas@ZIF-8 a
una concentracién de 5 nM. A continuacion, se afiadié el volumen requerido de una solucién
de 4-MBA o0 RoB, dependiendo de la concentracion deseada para el experimento. La mezcla se
completd con agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 500 pl. La solucién se agitd
durante un periodo de una noche a temperatura ambiente.

Posteriormente, se extrajeron 400 pl de la mezcla y se transfirieron a un tapén de
polipropileno con un didmetro de 24 mm. Se coloco el tapon bajo el laser del equipo y se
procedi6 a medir la sefial Raman utilizando un laser de 808 nm bajo las condiciones
seleccionadas.

2.2.21. Transferencia de MNPs estabilizadas en medio organico a agua mediante el uso de
CTAB

En un vial de 10 ml de CTAB (0,05 g.I") se afiadié 1 ml de MNP dispersadas en CHCI3 0
hexano, se tap6 y agitd vigorosamente hasta que se formd una emulsion, y se sometié a
sonicacién (a temperatura ambiente durante 1 min a 200 W). Si se observaba que se separaban
las fases organica y acuosa, se afiadia 1 ml adicional de CTAB (0,05 g.I), se agit6 y sonico de
nuevo; si se seguia observando fase organica, se adicionaba 1 ml adicional de CTAB y asi
sucesivamente hasta ¢ se consiguié una emulsién estable. A continuacion, se agitd la mezcla a
1200 rpm, se calent6 en un bafio de agua a 55 °C durante 10 min y se aumentd la temperatura
a un gradiente de 1 °C.min*? hasta 75 °C, dejandola durante 30 min para evaporar la fase
organica. Para lavar las NP, se precipitaron mediante centrifugacion y se dispersaron en CTAB
(0,16 g.I""). Después de 2 lavados, se precipitaron una vez mas y se dispersaron en CTAB (0,4
g.I'Y). Por Gltimo, con el propdsito de eliminar los agregados de MNPs, se centrifugé durante 3
minutos a 3000 rcf. Como resultado, se obtuvo un precipitado compuesto por agregados de
MNP, los cuales fueron descartados, permaneciendo en el sobrenadante tan solo las MNP que
estaban bien dispersas.

2.2.22. Evaluacion de la degradacién de NP mediante ICP

Se prepararon diferentes viales conteniendo 10 ml de dispersiones individuales de NPs
esféricas de Au, Ag y Cu, asi como también sus respectivas mezclas, todas ellas a una
concentracion de 1 nM. Estos viales se colocaron en un bafio de agua a una temperatura
constante de 37 °C. A intervalos de tiempo especificos, se extrajeron alicuotas de 0,5 ml de
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cada vial. Estas alicuotas se sometieron a centrifugacion durante 30 min a una velocidad de
40000 rcf, permitiendo la separacion del sobrenadante y el precipitado.

El sobrenadante resultante de cada alicuota se diluyd hasta alcanzar un volumen final de 5
ml y se determind la concentracion de los elementos Au, Ag y Cu utilizando ICP. Por otro lado,
el precipitado obtenido tras la centrifugacion se traté con 0,5 ml de agua regia y se sometio a
un proceso de digestion durante al menos 3 h. Posteriormente, se diluy6 hasta alcanzar un
volumen de 5 ml y se midié utilizando el ICP.

El porcentaje de metal (%Me) en el sobrenadante se calculé como:

CSN
Yo = ———N (17)
oMe = C o+ 10 = Cp
siendo el Csn y Cp la concentracion del metal determinada en el sobrenadante y el precipitado,
respectivamente.

2.2.23. Recubrimiento con polimeros anfifilicos

2.2.23.a. Sintesis de PMA

La sintesis del PMA se realiz6 siguiendo un protocolo previamente descrito por W. Parak
et al.?® En un baldn de 50 ml de fondo redondo se afiadieron 40 ml de THF, 20 mmoles de
poli(isobutilen-alt-maleico anhidrido) y 15 mmoles de DDA. La solucion se llevo a reflujo
(65°C) y se dejo toda la noche bajo agitacién magnética a 350 rpm. Posteriormente, el polimero
fue secado en rotavapor y disuelto en 40 ml de CHCIs. Considerando que cada mol de
poli(isobutilen-alt-maleico anhidrido) se correspondia con un mol de PMA, se obtuvo una
concentracion tedrica de PMA de 0,5 M.

2.2.23.b. Maodificaciéon del PMA

El protocolo del PMA fue modificado mediante la incorporacion de sondas fluorescentes
especificas. El procedimiento fue analogo al descrito en el apartado 2.2.23.a, con la adicion de
una sonda fluorescente en una proporcion determinada. En el caso de la 6-AF, se marcaron un
5% 0 10 % de los monémeros del PMA.

Para marcar el 5 % de los mondmeros de PMA, se afiadieron en un balén de fondo redondo
de 50 ml, 40 ml de THF, 20 mmoles de poli(isobutilen-alt-maleico anhidrido), 15 mmol de
DDAy 1 mmol de 6-AF (0 2 mmol de 6-AF en el caso del marcado del 10 %). La solucion se
llevd a reflujo (65°C) y se mantuvo durante toda la noche con agitacion magnética.
Posteriormente, el polimero fue secado en el rotavapor y disuelto en 40 ml de CHCls,
obteniendo una concentracion final de 0,5 M.

2.2.23.c. Purificacién del PMA
Una vez finalizada la sintesis del PMA, tanto en su forma pura como modificada, se
procedio a realizar una etapa de purificacion. Esta etapa fue fundamental para eliminar restos
de DDA no unidos al PMA. En un matraz de 50 ml se afiadieron 5 mL de PMA (0,5 M) y 20
ml de hexano. Se enfrié en el congelador (aproximadamente a -4°C) durante 2 h hasta que se
observo en el fondo del matraz el PMA precipitado. A continuacion, se centrifugo a 7200 rcf
durante 2 min, se desechd el sobrenadante, se seco el PMA y este se dispersd en CHCls.
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2.2.23.d. Recubrimiento con PMA

Previamente a la funcionalizacion de las NPs esféricas, fue necesario determinar la
concentracion de estas para calcular la cantidad de PMA necesario en funcion del nimero de
mondmeros por nm?2. En primer lugar, se necesitd obtener el tamafio medio de las NPs y la
concentracion de metal. Conociendo el tamafio medio de las NPs (se obtuvo como el valor
medio de la distribucion de tamafio obtenida de medir al menos 100 NPs en imagenes de SEM
0 TEM), se calcul6 su volumen promedio. Asumiendo que las NPs esféricas de Au, Ag, Cuy
MN estaban compuestas por Au, Ag, Cu y Fe3Og, respectivamente, multiplicando el volumen
de NP por la densidad correspondiente se obtuvo la masa de una NP mediante la expresion:

4
m:[/e*6=§nr3*6*10_21 (18)

donde m era la masa en gramos de una NP, Ve el volumen de una esfera, § la densidad del metal
en g.cm?y r el radio medio de la NP en nm.

Para determinar la concentracion de metal por ICP, el procedimiento consistio en secar 100
pl de la muestra ya que las NP estaban dispersas en CHCI3, digerirlas en 500 ul de agua regia
durante al menos 3 h y, a continuacion, se determind la concentracion de metal por ICP; en el
caso de las MNP hubo que tener en cuenta que mediante el ICP obtuvimos la concentracion de
Fe que hay que convertir en concentracion de FezOa:

231 g Fe30,
3% (55.8gFe)

[ Fe30,4] = [Fel;cp * (19)

donde [ Fe;0,] era la concentracion de FesOs en g.I"t de la muestra digerida, y [Fel;cp la
concentracion de Fe en g/l determinada por ICP.

La concentracion de NPs se calculd entonces como:

[Metal]
m* 6.022 x 1014

[NP] = (20)

siendo [NP] la concentracion de NPs en nmoles/l y [Metal] el valor de la concentracién de cada
metal o Fe3O4 obtenido a partir del ICP en g.I™%.

Para calcular la cantidad de PMA que hay que adicionar a la suspension de MNPs, se
calculo el area total de la NPs como:

Atotar = Anp * N = 4mr? =V, « [NP] * 6.022 * 108 (21)
donde A, era el area total de NPs en nm?y 1, el volumen de la muestra en pl:

n* Agor

= (22)
Vema 0.5 % 6.022 * 1017

donde Vpma es el volumen en pl de PMA afiadido a una concentracion 0,5 My n el nimero de
mondmeros por nm2,

Asi, una vez realizadas las estimaciones previas, se mezclaron los distintos tipos de NPs
dispersas en disolvente organico con PMA disuelto en CHCIs (las relaciones de nimeros de
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mondmero/area particula empleadas fueron de 4000, 300, 300 y 600 mondmeros por nm? para
AUNPs, AgNPs, CuNPs y MNPs, respectivamente).

Los valores de mondémeros por nm? elegidos fueron lo suficientemente altos para garantizar
la estabilidad de las NPs en medio acuoso, sin requerir un exceso significativo de polimero. Se
llevo a cabo un incremento gradual en el nimero de mondmeros para cada tipo de NP, hasta
alcanzar un punto en el que se logré redispersar las NPs en medio acuoso. Este enfoque permitio
asegurar que las NP mantuvieran su estabilidad en el entorno acuoso sin necesidad de emplear
una cantidad excesiva de polimero.

A continuacion, se evaporo lentamente el disolvente en el rotavapor. Una vez seco, se
hidrolizé el PMA afiadiendo una disolucién acuosa de NaOH (0,1 M) y se sonic6 durante 1 min
hasta que las NPs se dispersaron en agua.

En el caso de los NCs dispersos en MeOH, el procedimiento fue analogo al descrito para
las NPs pero utilizando una relacion de 600 monémeros/nm? y una proporcion de 3:1 de
MeOH:CHCls.

2.2.23.e. Recubrimiento de los AuNRs con PEG y marcado con
rodamina

En este apartado se describe el recubrimiento con PEG de AuNRs y PdNPs.

La funcionalizacién de los AuNRs se llevd a cabo en 2 etapas de adicion de PEG. En la
primera adicion, sobre una dispersion de AuNRs (10 nM) en agua, se afiadié PEG 5 kDa (10
g.IY). El volumen de PEG afadido se calcul6 para alcanzar una relacion de 40000 cadenas de
PEG por cada AuNR. El calculo se realizo de la siguiente manera:

VpEG = Vaungs * 1073 % 10 x 1077 * 40000 * 5000 * 103 (23)

donde Vpg es el volumen de disolucién de PEG y v, nrs €l Volumen de dispersién de AuNRs
en ml.

La mezcla se agité a 350 rpm durante 8 h para lograr una dispersion homogénea de las
cadenas de PEG en las superficies de los AUNRs. Posteriormente, se sometio la muestra a una
centrifugacion a 13000 rcf durante 30 min.

En la segunda etapa, el precipitado se suspendié en 5 ml de una disolucion de PEG en
MeOH que contenia la misma cantidad de PEG afiadida en la primera etapa, y se agité a 350
rpm durante 5 h. A continuacion, la solucion se centrifugd a 13000 rcf durante 30 min y, por
ultimo, se redisperso en H-0.

Las AuNRs PEGiladas se marcaron con un colorante de rodamina para los estudios de
captacion celular. Para ello, se utiliz6 Rodamina B isotiocianato para marcar las AuNRs
PEGiladas con carga positiva y neutra, y se utiliz6 TAMRA para marcar las AUNRs PEGiladas
con carga negativa, mediante la quimica de carbodiimida. Se utilizé un exceso molar de 20
moléculas por cada AuNRs. Para calcular la masa de rodamina (mRo) a pesar en mg, se realiz6
el siguiente calculo:

Mpo = C*R* v * Mg, x 1078 = 10 = 20 * 100 * My, x 1078 (24)
siendo C la concentracion de NP en nM, R la relacion de moléculas por NP, v el volumen de la

dispersion en pl'y Mgro la masa molar de la Rodamina en kDa.
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A continuacion, se disolvio la Rodaminay se afiadié en 100 pl de una dispersion de AuNRs
PEGilados a una concentracion de 10 nM vy la solucion resultante se agitoé durante una noche a
350 rpm. Por altimo, los AuNRs se purificaron mediante centrifugacion.

2.2.23.f. Recubrimiento de los PANC y PAND con PEG

La funcionalizacion de los PANCs/PdNDs es analoga a la de los AuNR con ligeras
modificaciones.

Asi, se determind la concentracion de Pd de los PANCs y PANDs mediante ICP. Para llevar
a cabo esta determinacion, se realiz6 una digestion de las dispersiones de PANC y PAND durante
un minimo de tres horas, utilizando 20 pl de muestra mezclados con 480 ul de agua regia.
Posteriormente, se afiadieron 4,5 ml de agua para diluir la solucién, y finalmente se midio la
concentracion de Pd utilizando el ICP. Se calculo el tamafio medio de las NPs. Conociendo el
tamafio medio de NP (se obtuvo como el valor medio de la distribucion de tamafio obtenida de
medir al menos 100 NPs en iméagenes de SEM o TEM), se calcul6 su volumen promedio. En el
caso de los PANC:

m = VPdNC * 6Pd = l3 * 12,0 * 10_21 (25)
donde m era la masa en gramos de una PANC, Vpanc el volumen de un PANC, § la densidad del
Pd en g.cm?y I la longitud media del lado de los PANC en nm.

Los PAND se trataron como si fuesen esferas, por lo que:

4
m =1V, x 8py =§nr3*12,0*10—21 (26)

siendo r el radio medio de las PAND en nm.

A continuacion se calcularon la concentracion de NPs tal como se describe en el apartado
2.2.23.d. y el &rea total de 100 pl a una concentracion de 10 nM de PANC y PdND, ecuaciones
(27)y (28), respectivamente:

Arorar panc = Anp * N = 612 % 1000 * 6.022 * 108 (27)

Atotar panp = Anp * N = 4mr? x 1000 * 6.022 = 108 (28)

Para la funcionalizacion, se utilizé una relacion de 100 moléculas de PEG por nm?y la cantidad
de PEG se calcul6 como:

Ator * R * Mpgg  Agor * 100 * Mpgg

— _ (29)
MPEG = T¢ 022 % 1020 6.022 * 1020

donde mpg, eralamasade PEG enmg, 4., el rea total de NPs en nm?, R la relacién moléculas
de PEG por nm? y Mg, la masa molar del PEG en kDa

Para realizar la funcionalizacion experimentalmente, se pesé el PEG calculado y se disolvio
en un vial en el volumen (v) necesario para tener una concentracion de 10 g.I%:
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10

MpEg

v = (30)

siendo v el volumen de agua en ml en el que se disolvio el PEG.

A la disolucion de PEG se adiciond 1 pl de NaOH (2 M), se agitd y se afiadieron los 100
pl de PANCs o PANDs a 10 nM. La mezcla se dejo agitando durante 8 h a 350 rpm.
Posteriormente, se procedié a precipitar a una velocidad de 10000 rcf, se lavaron y se
dispersaron en agua Mili-Q, en el mismo volumen (100 pl) en el que estaban dispersos
inicialmente los PANC:s.

2.2.23.g. Recubrimiento de los PANC y PAND con MC

El protocolo empleado para funcionalizar los PANCs y PANDs con MC de 640 kDa es
analogo al empleado con el PEG. En este caso al tratarse de una molécula mucho méas grande
en comparacion con el PEG se utiliz6 una relacion de 100 moléculas por NPs. Para 100 pl de
una dispersion de PANCs o PdNDs a 10 nM, la masa de MC (mwmc) necesaria fue:

Myc = C*R*vx My 1078 = 10 * 100 = 100 * 640 x 1078 = 0,6 mg (31)

siendo C la concentracion de NPs en nM, R la relacion de moléculas por NP, v el volumen de
la dispersion en pl'y Muc la masa molar de la MC en kDa.

Para ello, se pesé la MC y se disolvid en 16,6 ml de agua para tener una concentracion de
10 g.I't:

10 10
=—=16,6ml (32)
myc O,

’U =
A continuacion, se adicion6 1 pl de NaOH (2 M), se agit6 y se afiadieron los 100 ul de PANC
0 PdMC a una concentracién de 10 nM. La mezcla se mantuvo agitando durante 8 h a 350 rpm.
Posteriormente, se procedio a la precipitacion a una velocidad de 10000 rcf, se lavaron y se
dispersaron en 100 pl de agua Mili-Q, el mismo volumen en el que estaban dispersos
inicialmente las NP.

2.2.23.h. Transferencia de las AUNP a medio organico

Las AuNPs esféricas previamente sintetizadas se transfirieron a CHCIlz mediante un
proceso de intercambio de ligandos descrito previamente.'?® Sobre los 150 ml de las AuNPs
obtenidas previamente se afiadieron 100 pL de una disolucién de PEG de 750 Da (15 mM) y se
agito durante 1 h para permitir el intercambio de ligandos. Mediante centrifugacion (1500 rcf,
10 min), utilizando filtros de centrifugacion (100 kDa) se concentrd la muestra hasta un
volumen final de entre 5-8 ml. Seguidamente, se adicionaron 30 ml de una disolucion de DDA
(0,2 M) en CHCIs formandose dos fases y se mantuvo agitando durante una noche, durante la
cual las AuNP fueron transferidas gradualmente desde la fase acuosa hasta la organica. Por
ultimo, las NP dispersas en fase organica se precipitaron mediante centrifugacién (10000 rcf,
20 min) y se dispersaron en CHCls. Este Gltimo paso se repitio 2 veces para eliminar el exceso
de ligando.
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2.3. RECTAS DE CALIBRADO
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Figura 10: Correlacién entre la concentraciéon de AuNRs determinada por ICP-MS y la
absorcion UV-VIS (A = 450 nm). Los puntos se ajustaron con un andlisis de regresion lineal (y =
6 x 108 x + 0,00727, r? = 0,999).
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Figura 11: Correlaciéon entre la concentracion de AuNP determinada por ICP-MS y la
absorcién UV-VIS (A = 450 nm). Los puntos se ajustaron con un andlisis de regresion lineal (y =
1.75 x 108 x + 0,00018, r? = 0,999).
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Figura 12: Correlaciéon entre la concentraciéon de CV y la intensidad de emision de
fluorescencia (A = 621 nm). Los puntos se ajustaron con un andlisis de regresién lineal en H;0
(y = 4.38 x 10° x + 5.01 x 10%, r? = 0,967) (A) y en MeOH (y = 2.60 x 10° x + 1.43E x 106, r? =
0,994) (B).
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Figura 13: Correlaciéon entre la concentracion de 6-AF en MeOH y la intensidad de emisién

de fluorescencia (A = 518 nm). Los puntos se ajustaron con un andlisis de regresion lineal (y =
212.2 x + 582.2, r? = 0,999).

2.4. INSTRUMENTOS Y TECNICAS

Para la caracterizaciéon optica de las diferentes suspensiones coloidales se utilizd un
espectrofotometro UV-visible Biochrom Libra S60.

La caracterizacion de la fluorescencia se llevd a cabo mediante un fluorimetro Horiba
FluoroMax-3. Cada medida se obtuvo mediante el calculo de la media de tres réplicas
independientes.
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Las medidas de espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) se realizaron
en un espectrémetro Perkin Elmer Spectrum Two con ATR; las muestras secas en polvo se
colocaron en la ventana ATR y se analizaron desde 700 hasta 4000 cm™. Cada medida se obtuvo
a partir de la media de 3 réplicas.

Las medidas Raman se realizaron con un equipo Renishaw inVia Reflex sobre un sustrato
de vidrio con un haz laser a 785 nm y con un objetivo de 50X. Las muestras se irradiaron con
una potencia de 10 mW con tiempo de adquisicién de 13 s y 4 acumulaciones. Para tratar los
espectros se utilizo el software Wire 3.2.

El andlisis termogravimétrico (TGA) de muestras en polvo se realizé con un TA Intruments
Inc. Q5000, bajo atmdsfera de nitrégeno con un flujo de gas de 20 ml.min? de aire y las
muestras se analizaron con un gradiente de temperatura de 10 °C.min desde 30 hasta 800 °C.

El tamafio hidrodinamico y el indice de polidispersidad (PDI) se determinaron por dynamic
light scattering (DLS) utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP equipado con un laser
de 10 mW de He-Ne que oper6 a 633 nm de longitud de onda y un angulo de dispersion fijado
a 173 °. El resultado de la medida se obtuvo mediante el calculo del valor medio de tres réplicas
independientes, en las cuales se realizaron tres escaneos consecutivos de una duracion de 10
segundos cada uno. El potencial Z (C) de las NP se determiné por anemometria de laser Doppler
con el mismo equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP. EIl valor medio se obtuvo a partir de tres
réplicas, siendo cada una de ellas compuesta por un total de diez escaneos.

La concentracion de los nanocompuestos se midié mediante anélisis de seguimiento de
NPs (NTA). Todas las muestras se analizaron en agua utilizando un NanoSight NS300 (Malvern
Instrument Ktd) equipado con un laser de 405 nm. Todas las mediciones se realizaron a 24 °C.
Cada medida se obtuvo mediante el calculo de la media de tres réplicas independientes. A su
vez, cada réplica se genero a partir del analisis de un total de 1498 frames.

Las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) se obtuvieron con un
equipo HRTEM libra 200 FE OMEGA operado a 200 kV.

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido se adquirieron con un microscopio
FSEM Zeiss Ultra Plus operado a 3 kV.

La espectroscopia de emision atdbmica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) se
Ilevo a cabo utilizando un Agilent 5800 ICP-OES.

Para la medicién de los ciclos de magnetizacion y pérdidas magnéticas de las MNPs, se
empled un magnetémetro de la serie AC Hyster de Nanotech Solutions. Este magnetometro
estd equipado con dos bobinas: la bobina Sens, que realiza mediciones en 8 frecuencias
diferentes que van desde 10 hasta 100 kHz, y la bobina Advance, que realiza mediciones en 8
frecuencias que abarcan desde 25 hasta 350 kHz. Ambas bobinas operan en campos magnéticos
que varian desde 4 hasta 24 kA.m™, a excepcion de la maxima frecuencia de la bobina Advance,
que trabaja a 20 kA.m™. Para llevar a cabo las mediciones, se introdujo una muestra de 40 pl
en el magnetometro. La muestra se preparé con una concentracion de Fe de 0.3 g.I' La muestra
se introdujo en un capilar especifico (WG-3000-3 3 mm NMR Economy Sample Tube w/o Cap,
3) disefiado para contenerla adecuadamente durante el proceso de medicion.

Las isotermas de adsorcion de N2 a 77 K se midieron en un analizador de adsorcion
Micromeritics 3Flex. Las muestras (alrededor de 20 a 30 mg) se activaron durante la noche a
alto vacio a 90 °C antes del analisis. El area de superficie especifica se extrapolé dentro del
intervalo de presion relativa (P/Po, donde Pg es la presion de saturacion) de 0,05-0,3 aplicando
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la ecuacion de Brunauer, Emmett & Teller (BET). Los datos se analizaron utilizando el software
3Flex V5.03 (Micromeritics Instrument Corp., Norcross, GA, Estados Unidos).

Las mediciones de WAXS y SAXS se realizaron utilizando un Anton Paar SAXSpoint 5.0
equipado con una fuente de micro rayos X de Cu (A = 0,154 nm) con un detector 2D Pilatus3 R
1 M a 2 distancias diferentes: 288 mm para WAXS y 1343 mm para SAXS — en tubo capilar
marca Hilgenberg de 1 mm de didmetro externo.
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Capitulo 3

En el apartado 3.31. de este capitulo se van a reproducir los resultados de la siguiente
referencia:

Ester Polo, Vida Araban, Beatriz Pelaz, Aitor Alvarez, Pablo Taboada, Morteza
Mahmoudi, Pablo del Pino. Photothermal effects on protein adsorption dynamics of PEGylated
gold nanorods. Applied Materials Today, Volume 15, Pages 599-604 (2019).




NPs plasmdnicas y su funcionalizacion

3. NPS PLASMONICAS Y SU FUNCIONALIZACION

3.1. INTRODUCCION

Con el aumento en los ltimos afios de la aplicacion de NP plasmonicas en la produccion
industrial y el consumo doméstico, estan surgiendo una serie de cuestiones acerca de la
seguridad de estas particulas. La toxicidad de estas NPs esta influenciada por una variedad de
factores, incluyendo su tamafio, forma, composicion quimica, carga superficial, actividad
catalitica, dosis y superficie.r*® Sin embargo, la toxicidad asociada con la exposicion simultanea
a diferentes NPs plasmonicas ha recibido poca atencion. La toxicidad, en este caso, puede
deberse a la interaccion entre las NPs individuales debido a sus diversas propiedades
fisicoquimicas.

Por otra parte, las NPs debido a su alta energia superficial son termodindmicamente
inestables y susceptibles de agregarse, lo que resulta en la perdida de las propiedades con el
paso del tiempo. Para muchas de las nuevas aplicaciones es necesario la preparacién de NPs
gue se mantengan inalterables durante largos periodos de tiempo en diferentes ambientes, lo
cual se consigue a través de la funcionalizacion de las NPs. Una de las estrategias para evitar
su degradacion es la encapsulacion o crecimiento en el interior de MOFs. EI ZIF-8, uno de los
MOFs mas estudiados, puede crecer sobre NPs inorgéanicas de diferentes morfologias (esferas,
cubos, estrellas, barras, etc.) y composiciones.***%2 [os mdltiples sitios de coordinacion y la
estructura bien definida de los poros del MOF estabiliza las NPs al proporcionar confinamiento
espacial y evitar que se agreguen.®** Como resultado se obtienen nanocompuestos (NC) que
combinan las propiedades de las NP con las del ZIF-8. Estos NC se han presentado, por
ejemplo, como plataformas para promover la liberacién de farmacos en células vivas
controlados mediante un estimulo externo (luz).*3!

Para bioaplicaciones, cuando las NPs se encuentran dispersas en un medio bioldgico, las
proteinas del medio se adsorben sobre la superficie de la NP, formando una corona de proteina
que influye en las interacciones de las NPs con barreras bioldgicas y células.*** La corona
proteica estd influida por varios factores como son el tamafio de la NP, la composicién
superficial de la NP, esto es, los ligandos presentes en su superficie, y su carga superficial 1
Los ligandos como el poli (etilenglicol) (PEG) se usan comUnmente para proporcionar NPs con
estabilidad coloidal a través de interacciones electrostaticas y estéricas, asi como para reducir
la adsorcidn inespecifica de proteinas

En este capitulo, se aborda la sintesis y post-funcionalizacién de NPs plasmoénicas de
diversos materiales (Au, Ag y Cu) y morfologias (esferas, barras y estrellas). El capitulo se
estructura en tres secciones en las que se examina la influencia de la co-exposicion de NPs
plasménicas en su degradacion, el efecto de la funcionalizacion con PEG en la dinamica de las
proteinas presentes en la biocorona que se puede formar en la superficie de las NPs, y la
encapsulacion de las NPs en ZIF-8 para su empleo como sustratos de espectroscopia SERS.

Asi, en la primera seccion, se describe la sintesis de tres variedades de NPs plasmonicas
(oro, plata y cobre) con dimensiones equivalentes (dc = 15 nm) y su transferencia desde una
fase de disolvente organico al agua mediante el recubrimiento de la superficie con una capa de
polimero anfifilico (poli(isobutileno-alt-anhidrido maleico)-injerto-dodecilo, PMA). Se evalla
a continuacion como la co-exposicion de las NPs plasmonicas afectd a sus propiedades opticas
y a la degradacion a lo largo del tiempo, eliminandose asi la influencia del tamafio y la quimica
superficial de las NPs para centrarse exclusivamente en el efecto del material. Esta seccion

101



Aitor Alvarez Lorenzo

forma parte de un estudio mas amplio que busca comprender como la co-exposicion de estas
NPs influye en la toxicidad, aunque este aspecto no se aborda en esta tesis.

La segunda seccion se enfoca en la sintesis de AuNR vy el analisis del impacto de su
funcionalizacion con PEG en la dindmica de la corona proteica en medios bioldgicos antes y
después de la irradiacion con luz. En este trabajo, se investigo la interaccion de diferentes
AuUNRs PEGilados con diversas cargas superficiales con la proteina albumina sérica bovina
(BSA) antes y después de la irradiacion laser en el rango del infrarrojo cercano (NIR).

La ultima seccion aborda el recubrimiento de nanovarillas y nanoestrellas de Au con ZIF-
8. Para evitar la degradacion en medios acuosos, los NC se recubrieron con PMA. Segln las
aplicaciones se puedes crecer capas de ZIF-8 de diferente grosor. Finalmente, se exploré el uso
de NC compuestos por agregados de AuNS recubiertos con ZIF-8 como sustratos SERS.

3.2. SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE AUNP, PLATA, COBRE Y SUS
MEZCLAS

Se llevo a cabo la sintesis de NPs esféricas plasmonicas de oro (AuNPs), plata (AgNPs) y
cobre (CuNPs) hidrofdbicas. Posteriormente, fueron transferidas a fase acuosa, recubriendo su
superficie con una capa de PMA. EI PMA es un polimero anfifilico que presenta un esqueleto
hidrofilico y ancla cadenas de dodecilamina (DDA) hidrofdbicas (su sintesis se describe en el
apartado 2.2.23.a). Se utiliz6 una proporcion de 4000, 300 y 300 mondémeros.nm para las
AUNPs, AgNPs y CuNPs, respectivamente. Sobre las NPs dispersas en fase organica, se
adiciond el PMA disuelto en cloroformo, se secd y se hidrolizaron los anillos maleicos del
esqueleto del polimero con una solucion basica (NaOH 0.1 M). Como resultado se obtuvieron
NPs revestidas con PMA que presentaron sobre la superficie grupos carboxilico cargando
negativamente la superficie, lo que confiri¢ estabilidad a las NPs en medios acuosos. Tras el
revestimiento, fue necesario centrifugar las muestras para purificar las NP y eliminar las micelas
de PMA libres formadas debido a la utilizacion de un exceso de polimero. Por Gltimo, se
estudiaron las propiedades dpticas y estabilidades de las dispersiones acuosas de estas NP y sus
mezclas.

Las AuNPs se sintetizaron en agua siguiendo una modificacion del método de
Turkevich®®, a partir de la reduccion de acido cloroaurico (HAUCI4) con citrato de sodio a la
temperatura de ebullicion del agua (2.2.2). Las AuNPs sintetizadas presentaron buena
monodispersidad con un diametro medio de 13.7 £ 1.6 nm obtenido a partir del analisis de
imagenes de TEM de ca. 300 NPs (Figura 14, A). Tras la sintesis, las particulas se transfirieron
a cloroformo (protocolo descrito en el apartado 2.2.23.h), mediante un proceso de intercambio
de ligandos en el que los citratos fisisorbidos sobre la superficie del Au fueron sustituidos por
moléculas de PEG. Las AuNPs fueron de nuevo transferidas a medio acuoso recubriéndolas
con PMA (protocolo descrito en el apartado 2.2.23.d). Las AuNPsS@PMA presentaron
estabilidad coloidal con un diametro hidrodindmico en nimero medio de 18.1 £ 3.1 nmy su
LSPR se ubicé en Aspr= 524 nm (Figura 14, C-D).
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Figura 14: Imagen de TEM representativa de las AuNPs (A). Representaciéon de los
histogramas de frecuencia de tamahno correspondientes a la distribuciéon numérica N (N = 300)
del didmetro de los AuNP (d.) segun lo determinado a partir del andlisis de imdgenes TEM (B).
Espectro de absorcion UV-Vis de las AUNPs@PMA que muestra su pico de resonancia de plasmoén
superficial localizada (LSPR) en A = 524 nm (C). Distribuciéon de tamano hidrodindmico
promediada en numero obtenido por DLS de las AuNPs@PMA (D).

Las AgNPs fueron sintetizadas siguiendo un método de descomposicion térmica de AgNOs
disuelto en OLAM (protocolo 2.2.10). Las AgNPs obtenidas presentaron un diametro medio de
13.2 £ 1.7 nm obtenido a partir de la medida de 300 NP en las imagenes de TEM (Figura 15,
A). Tras la sintesis, se funcionalizaron con PMA (siguiendo el protocolo descrito en el apartado
2.2.23.d) para transferirlas a agua. Las AQNPs@PMA presentaron estabilidad coloidal con un
didmetro hidrodindmico en numero medio de 15.7 = 1.8 nm y su LSPR se ubico en Aspr= 402
nm (Figura 15, C-D).
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Figura 15: Imagen de TEM representativa de los AgNPs (A). Representacion de los
histogramas de frecuencia de tamafio correspondientes a la distribucion numérica N (N = 300)
del didmetro de los AgNP segin lo determinado a partir del andlisis de imdgenes TEM (B).
Espectro de absorcién UV-Vis de las AgNPs@PMA que muestra su pico de resonancia de plasmén
superficial localizada (LSPR) en A = 402 nm (C). Distribucion de tamafo hidrodindmico
promediada en numero obtenido por DLS de las AGQNPs@PMA (D).

Las CuNPs fueron sintetizadas por descomposicion térmica de acetilacetonato de cobre (1)
en OLAM (protocolo 2.2.11). Se sintetizaron CuNPs con un tamafio medio de 15.7 + 2.6 nm
de diametro, segun el andlisis de imagenes obtenidas mediante SEM (Figura 16, A). Tras el
recubrimiento con PMA el didmetro hidrodinamico en nimero medio fue de 25.3 £ 3.0 nmy
su resonancia de plasmén superficial localizada (LSPR, del inglés Localized Surface Plasmon
Resonance) se ubico en Aspr= 578 nm (Figura 16, C-D).
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Figura 16: Imagen de SEM representativa de los CuNPs (A). Representacion de los
histogramas de frecuencia de tamafio correspondientes de la distribucién numérica N (N = 300)
del didmetro de las CuNPs segun lo determinado a partir del andlisis de imdgenes SEM (B).
Espectro de absorciéon UV-Vis de las CUNPs@PMA que muestra su pico de resonancia de plasmén
superficial localizada (LSPR) en A = 578 nm (C). Distribucion de tamafo hidrodindmico
promediada en numero obtenido por DLS de las CuNPs@PMA (D).

3.2.1. Estudio de la degradacion de NPs metélicas y sus mezclas.

Se estudid la estabilidad de NPs plasmdnicas y sus combinaciones a través de la medicion
de espectros UV-Vis y concentraciones por ICP durante un periodo de 72 h a 37 °C en agua.
Este analisis se inscribi6 en el marco de una investigacion mas extensa que no se abordé en esta
tesis doctoral, en la cual se pretende determinar si la exposicién simultanea a diversas NPs
plasmonicas podria generar una citotoxicidad incrementada debido a la degradacion acelerada
de las CuNPs.

Para examinar las propiedades Opticas de las mezclas de NPs, se emplearon dispersiones
equimolares de AuNPs y CuNPs a una concentracién de 0.2 nM. En el caso de las AgNPs, se
utilizé una concentracién cuatro veces menor (0.05 nM), ya que el coeficiente de extincion de
la LSPR de las AgNPs es significativamente méas alto en comparacion con el de AuNPs y
CuNPs. Por consiguiente, fue necesario trabajar con una menor concentracién de AgNPs para
realizar una comparacion adecuada entre los tres espectros analizados.
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En los espectros UV-Vis se observo que el LSPR de las AuNPs era estrecho y centrado a
ca. 523 nm. La posicion del LSPR a lo largo del tiempo que duré el experimento indicé que
estas NPs son estables en agua a 37 °C, al menos, durante 72 h (Figura 17, A). Se observo un
pequefio aumento del coeficiente de extincion a partir de las 14 h. Teniendo en cuenta que para
llevar a cabo estas medidas se utilizo la misma cubeta, por lo que, podemos considerar que el
camino optico (1) y el coeficiente de absorcion molar (g) permanecieron invariables, la Unica
variable que deberia tener efecto sobre el aumento de la extincion es un pequefio aumento de la
concentracion de NP. Esto podria achacarse a la evaporacion del disolvente, concentrando
ligeramente la muestra.
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Figura 17: Espectros de absorcion UV-Vis de AuNPs (A), AgNPs (B), CuNPs (C), AuUNPs-AgNPs
(D), AuNPs-CuNPs (E), AgNPs-CuNPs (F), AuNPs-AgNPs-CuNPs (G).

106



NPs plasmdnicas y su funcionalizacion

En el caso de las AgNPs, el comportamiento fue andlogo al caso de las AuNPs,
permaneciendo el LSPR centrado a 402 nm (Figura 17, B), no apreciandose una variacion
significativa en el coeficiente de extincion. Al igual que en el caso de las AuNPs, los espectros
medidos indicaron que las AgNPs fueron estables durante el tiempo de analisis.

En el caso de las CuNPs, se observé una disminucion de la intensidad, pasando la
absorbancia de 0,17 a 0,05, mientras que el LSPR se desplazo al rojo, pasando desde los 572
nm hasta 601 nm en 72 h. Este comportamiento fue consistente con las descripciones anteriores
en la literatura cientifica,’®* que indican que los &tomos de Cu en la superficie de estas NPs, en
presencia de oxigeno, se oxidan facilmente a CuO (Figura 17, C).

Respecto a las mezclas, en el caso de las AuNPs-AgNPs (Figura 17, D), no se apreciaron
cambios en la posicion del LSPR, lo que indico que las NPs se mantuvieron estables. No
obstante, se produjo un ligero aumento de la intensidad de los espectros, tal como se observé
en los espectros de las muestras de AuNPs solas, posiblemente debido a la razén expuesta
previamente.

En el caso de las muestras mezcladas con CuNPs se observé un comportamiento anélogo
al de la muestra de CuNPs puras, tanto con AuNPs (Figura 17, E), como con AgNPs (Figura
17, F) o ambas (Figura 17, G), puesto que se observd un desplazamiento al rojo y la desaparicion
del LSPR de las CuNPs. En la mezcla con AgNPs, el LSPR se desplaz6 desde 572 nm hasta los
583 nm a las 72 h. En la mezcla de AuNPs y CuNPs, a las 72 h préacticamente no se podia
identificar el LSPR correspondiente a las CuNPs. En la mezcla de las 3 NPs, el comportamiento
del LSPR del Cu fue similar al de la mezcla AuNPs-CuNPs, no siendo posible detectar el
plasmén del Cu a las 14 h de incubacion.

El siguiente paso consistio en evaluar la degradacion de las NPs a traves de la
cuantificacion, en distintos intervalos temporales, del porcentaje de metal disuelto originado
por la descomposicion de las NPs, determinado por ICP en mezclas equimolares (1 nM) de las
NPs (protocolo descrito en el apartado 2.2.22). Para ello, se mantuvieron las diferentes muestras
a 37 °C durante 72 h y, en momentos especificos, se extrajo una alicuota de 0,5 ml. Dicha
alicuota se someti6 a centrifugacion durante 30 min con el objetivo de separar las NPs de la
fase acuosa, en la cual se encontraban los iones disueltos provenientes de la degradacion de las
NPs. Posteriormente, se determind la concentracion de metales en la fase acuosa y en el
precipitado.

En el caso de las AuNPs (Figura 18, A) y AgNPs (Figura 18, B), ya sea por separado 0 en
mezcla (Figura 18, D), se observé un comportamiento analogo al descrito previamente a través
de las mediciones de espectroscopia UV-Vis. Especificamente, se verifico la estabilidad de
dichas NPs a lo largo del tiempo, dado que practicamente no se detectaron metales disueltos en
el sobrenadante.

En relacion a las CuNPs (Figura 18, C), el porcentaje de Cu en el sobrenadante se
incremento progresivamente durante las 72 h, lo cual respaldo la hipétesis de una degradacion
gradual de las CuNPs, tal como se evidencia en las mediciones de UV-Vis. Durante las primeras
horas, este proceso fue especialmente pronunciado, y a partir de las 16 h, los valores se
mantuvieron esencialmente estables, con aproximadamente el 60-65% del Cu detectado en el
sobrenadante. Este comportamiento fue congruente con las observaciones realizadas mediante
la técnica de UV-Vis.

En el caso de la mezcla de AuNPs-CuNPs (Figura 18 E), la presencia de CuNPs no parecio
afectar a la estabilidad de las AuNPs, ya que la presencia de Au en el sobrenadante fue escasa,
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lo que sugirid que las AuNPs presentaban una degradacion minima. En cuanto al porcentaje de
Cu en el sobrenadante, se pudo apreciar un aumento en general a lo largo del tiempo, lo cual
indicd una degradacion progresiva de las CuNPs. Cuando se compard el comportamiento de la
degradacion con el caso en el que las CuNPs estaban aisladas, se observé una tendencia similar
en cuanto al aumento del porcentaje de Cu en el sobrenadante a lo largo del tiempo; sin
embargo, el porcentaje de Cu en el sobrenadante extraido de la mezcla AuNPs-CuNPs fue
generalmente mas bajo en comparacion con las CuNPs aisladas.
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Figura 18: Evaluacidén de la degradacién a 37 °C a lo largo de 72 h, dada como el porcentaje

de metal determinado por ICP en el sobrenadante de AuNPs (A), AgNPs (B), CuNPs (C), AuNPs-
AgNPs (D), AuNPs-CuNPs (E), AgNPs-CuNPs (F), AuNPs-AgNPs-CuNPs (G).

En cuanto a la mezcla de AgNPs-CuNPs (Figura 18, F), se detectaron pequefias cantidades
de Ag en el sobrenadante, pero no se observo ninguna tendencia clara, lo cual pudo deberse a
que, durante el proceso de precipitacion y separacion, este se pudo "contaminar” con AgNPs.
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Anéalogamente al caso anterior, las AgNPs se mantuvieron estables, mientras que, en el caso de
las CuNPs, se observo una degradacion progresiva, siendo esta degradacion mas moderada que
en el caso de las CuNPs aisladas.

Finalmente, al mezclar los tres tipos de NPs (Figura 18, G), los resultados obtenidos fueron
similares a los casos de las mezclas més simples con comportamiento comparable. En resumen,
en todos los casos, el perfil de degradacion de las CuNPs fue muy similar, siendo mas
pronunciado durante las primeras horas y mas moderado a partir de las 16 horas,
comportamiento que, por otro lado, fue deducible de los espectros UV-Vis, en los cuales se
observo que, durante las primeras horas, se aprecio un descenso de la absorbancia que se tornd
mucho mas moderado o inapreciable a las 14 horas.

Con el objetivo de investigar si la co-exposicion de NPs plasmonicas tiene un efecto
significativo en la citotoxicidad, se Ilevd a cabo un andlisis para evaluar los efectos de diferentes
concentraciones de NPs y sus combinaciones en cultivos celulares. En particular, se utilizé el
ensayo de viabilidad resazurina para evaluar la citotoxicidad en células A549.

En la Figura 19 se presenta la evaluacion de la citotoxicidad de las NPs y sus
combinaciones en células A549, a través de la realizacion del ensayo de viabilidad resazurina.
Se analizaron cinco concentraciones diferentes (5 nM, 1 nM, 500 pM, 100 pM, 50 pM) para
cada tipo de NPs y sus combinaciones.

El anélisis de los datos indico que las medidas de viabilidad celular, en general, fueron
elevadas para todas las NPs y sus combinaciones, en la mayoria de las concentraciones
ensayadas. Estos valores, en muchos casos superiores incluso al 100%, sugirieron que la
viabilidad celular no se ve significativamente comprometida en respuesta a estas NPs.

Para las NPs de Au y Ag, la viabilidad celular se mantuvo alta a lo largo de todas las
concentraciones analizadas, lo que indicé una toxicidad aparentemente baja. En el caso de las
CuNPs estas mostraron una disminucion de la viabilidad celular a la concentracion més alta de
5 nM, bajando hasta el 87,5 %. Esta toxicidad inducida pudo ser producida por la liberacion de
iones Cu?* provocando multiples efectos toxicos, como la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), la oxidacion de proteinas y la peroxidacion lipidica.t%

En relacion a las combinaciones de NPs, también se observd una consistente minima
muerte celular en la mayoria de las concentraciones. Sin embargo, se observo una reduccion en
la viabilidad celular a la concentracion mas alta de 5 nM para las combinaciones AgNPs-CuNPs
y AuNPs-AgNPs-CuNPs, lo que indicé una mayor toxicidad de estas combinaciones de NPs a
esta concentracion. De hecho, la viabilidad celular en estos dos casos fue levemente inferior a
la observada para las CuNPs solas, lo que podria sugerir un posible efecto sinérgico de las
AgNPs en la potenciacion de la toxicidad de las CuNPs. En este caso, la degradacion
intracelular de las CuNPs podria verse acelerada por la presencia de AgNPs, en base a sus
potenciales estandar de reduccion (Eo). Estudios anteriores han documentado un aumento en la
toxicidad cuando se produce una exposicion simultanea a NPs, especificamente de Au y éxido
de hierro, en contraposicion a la exposicion a un solo tipo de NPs.*® Sin embargo, en esos
casos, no se formul6 ninguna hipotesis acerca del potencial incremento en la toxicidad.

Estos resultados son preliminares por lo que es necesario mas experimentos para confirmar
las observaciones realizadas. Por ejemplo, ampliar este estudio para incluir otros tipos de
cultivos celulares, a fin de determinar si los efectos observados son universales o especificos
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del tipo celular. Ademas, la evaluacion de una gama mas amplia de concentraciones permitiria
un analisis mas detallado del posible efecto de la co-exposicion a diferentes NPs en la toxicidad
de las NPs de cobre. Con ello, se podria llegar a una mejor comprension de la interaccion y
potencial sinergia entre estas NPs y su implicancia en la citotoxicidad.
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Figura 19: Ensayo de viabilidad celular en células A549 incubadas con diferentes
concentraciones de NPs de Au, Ag, Cu y sus combinaciones.

3.3. SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE NPS PLASMONICAS
ANISOTROPICAS

3.3.1. Sintesis, funcionalizacién con PEG y caracterizacion de los AUNRs

Se sintetizaron AuNRs a partir de la reduccion con AA de Au®* sobre semillas de Au
previamente sintetizadas en presencia de cationes Ag* y utilizando CTAB como surfactante, tal
como se describe en el apartado de métodos (2.2.3). Los AuNRs obtenidos tenian una longitud
de 33,5+ 4,1 nmy anchurade 9,5 + 1,1 nm, presentando buena monodispersidad y con el LSPR
longitudinal ubicado en Aspr= 770 nm.
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Figura 20: Imagen de SEM representativa de los AuNRs obtenidos junto con la
representacion de los histogramas de frecuencia de tamano correspondientes de la distribucidn
numérica N (N = 300) del largo (L = 33,5+4,1 nm) y ancho (A = 9,5+1,1 nm) de los AuNRs, segun
lo determinado a partir del andlisis de imdgenes SEM.

Tras la sintesis, se llevd a cabo un proceso de intercambio de CTAB por polimeros de PEG
de 5 kDa con dos tipos diferentes de ligandos tiolados bifuncionales. Estos permitieron
introducir cargas en la superficie de las AuNRs mediante el uso de HS-PEG-NH> (para carga
positiva), HS-PEG-COOH (para carga negativa), o una combinacion equimolar de ambos (para
carga neutra) (Figura 21). De esta forma, se fabricaron AUNRs PEGilados con carga superficial
positiva, negativa o neutra.

HS-PEG-Ligando

VAUV ava O
5
J\.ruvvmn,o \‘@ HS\/\O%\/OMOH
1 110
/ AUNRS ()
[VavaVaVal
¥ Y
— v‘ﬂ*‘;@?sss HS{\/OJ\/\ NH,
3 ’ 10 AuNRs (+)
2% 029359 N 0
AUNRs-CTAB \ _ HS\/\o%\/ O]‘)‘\OH
57 ,_%E%% : wnae o
{,\/o%/\ AuNRs {0)
HS NH,
110

Figura 21: Representacién esquemdtica representativa de los AuUNRs PEGilados.
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Figura 22: Espectros de absorcion UV-Vis de AuNRs-CTAB (linea verde), AuNRs@PEG"* (linea
roja), AUNRs@PEG- (linea azul) y AuNRs@PEG® (linea negra) que muestra el pico de resonancia
de plasmén superficial localidad (LSPR) en A =~ 780 nm (A). Potenciales { de los AuNRs:
AUNRs@PEG*({ = 19,9+5,3 mV) (B); AUNRS@PEG™ ({ =-21,1£9,1 mV) (C); AUNRs@PEG® ({ = 3,6x4,0
mV) (D). Comparacién del potencial { de diferentes muestras AuNRs@PEG@BSA, PEG* (rojo),
PEG (azul) y PEG°(negro) normalizados a la unidad (E). Comparacion del potencial { de los
AUNRs@PEG* (rojo), AUNRs@PEG (azul) y AUNRs@PEG°(negro), en presencia (barras sin relleno)
y ausencia de BSA (barras con relleno) (F).

A continuacion, los AuNRs funcionalizados se utilizaron para estudiar el efecto del
calentamiento plasmonico sobre la dindmica de las proteinas de la biocorona formada alrededor
de los AUNRS@PEG. La albimina fue la proteina elegida como modelo (BSA, Figura 23, A),
ya que es la proteina mas abundante en la sangre. A pesar de que la interaccion entre la BSA'y
las NPs es débil, debido a su abundancia en la sangre, se produce la asociacion de la BSA con
la superficie de las NP.
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Figura 23: Representacion esquemdtica de la estructura de BSA con los residuos de
aminodcidos cargados positivamente coloreados en azul y los residuos de aminodcidos cargados
negativamente coloreados en rojo (software Pymol®)'3? (A). Migraciéon de los AuNRs PEGilados
con diferentes cantidades de BSA adsorbidas en su superficie. La movilidad electroforética
relativa del complejo AuNRs@BSA se calcula como la distancia que ha migrado cada banda
correspondiente de AuNRs@BSA normalizada por la distancia del control AuNRs (sin proteina)
(B)

Para ello, se midié la movilidad electroforética de los AuNRs incubados con
concentraciones crecientes de BSA para estudiar la interaccién de la proteina con la superficie
de los AUNRS@PEG. La movilidad electroforética depende de la carga superficial, nimero de
moléculas de BSA que interaccionen con la superficie de los AuNRs y la fuerza de la
interaccion de las uniones AuNRs-BSA. Asi, los AUNRS@PEG™ presentaron una movilidad
electroforética mayor en comparacion con los PEGilados con carga negativa y neutros (Figura
23, B). Como consecuencia, el potencial  de las muestras incubadas con BSA fue -5.5 £ 5.6, -
149 +£82y-11.0+ 4.1 mV (Figura 22, E y F) correspondiente a las muestras PEGiladas con
carga positiva, negativa y neutra, respectivamente. Todos los AuNRs funcionalizados

presentaron carga negativa tras la incubacion con BSA debido a la formacion de la corona
proteica.

Los resultados de calorimetria de valorizacion isotérmica mostraron una union mas fuerte
entre la BSA 'y los AuNRs PEGilados con carga positiva y negativa en comparacion con los de
carga neutra. La fuerza de las interacciones entre los AUNRs y la BSA sigui6 el siguiente orden
de mayor a menor: PEGilados con carga positiva < PEGilados con carga negativa < PEGilados
con carga neutra. Ademas, se observo una clara dependencia de la constante de disociacion de

unién con la carga superficial de los AuNRs, presentando constantes de disociacion (K) de 4.22
x 10, 3.561 x 10°y 2.81 x 10° M (
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Tabla 5) para las particulas PEGiladas con carga positiva, negativa y neutra,
respectivamente. Esto pudo deberse a que, aunque la PEGilacién reduce la afinidad de los
AuNRs a las proteinas, la carga final de la superficie afecta a la cantidad de proteina adsorbida.

Tabla 5: Pardmetros termodindmicos de la interaccidon entre BSA-AuNR PEGilados a 25 °C
calculados a partir del ajuste de los datos de calorimetria de valorizacion isotérmica utilizando
un modelo basado en un Gnico conjunto de sitios de uniéon de proteinas idénticos.

Muestra K10¢/ M1 AH / Kimol? AS / Kimol! AG / Kimol?

Neutral 2.81 -84.7 -0.18 -31.6
Negativo 3.51 -308.8 -0.93 -31.1
Positivo 4.22 -552 -1.75 -30.6

Por altimo, se investigd la internalizacion de los AUNRs@BSA en células HelLa, tanto en
ausencia como en presencia de irradiacion luminica en el NIR. Resultados previos, como los
obtenidos por S. Suslick et al.}* han sefialado que a pesar de que la irradiacion laser tiene
efectos minimos en la carga superficial total de la corona proteica, el calentamiento plasmonico
ocasiona cambios significativos en la composicién de dicha corona proteica. Este mismo patron
se observo en los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Los cambios en la corona proteica podrian tener implicaciones en la absorcién de las
AuUNRs y en su potencial efecto biolégico. Mientras que el enfoque de Suslick et al. se centrd
en el efecto de la temperatura resultante del calentamiento plasmonico sobre la corona de
proteinas, en este estudio se investigd como estos cambios en la corona proteica pueden afectar
a la internalizacion de las AUNRs en células HelL a.

A diferencia de los estudios previos, en este caso se considerd el efecto de la carga del PEG
en la adsorcion de las proteinas. Se observo, en concordancia con estudios previos, 414 que la
internalizacion de las muestras PEGiladas fue baja en comparacién con la internalizacion de los
AuUNRs no PEGilados (Figura 24, A). La internalizacion de los AuNRs PEGilados por las
células fue reducida debido a las propiedades de sigilo que les confiere la capa de PEG,
haciéndose méas acentuada la reduccion debido a la corona de BSA preformada (Figura 24, B).
Para estudiar el efecto del calentamiento fototérmico en la internalizacion tras la irradiacion
con laser (A = 805 nm, potencia de 4W.cm? durante 3 min), las muestras se precipitaron y se
determiné la cantidad de BSA que permanecia adsorbida sobre la superficie de los AuNRs
(descrito en el apartado 2.2.7). La disminucién de la BSA adsorbida fue significativa en las
muestras PEGiladas con carga positiva y moderada en las muestras con carga negativa y neutra,
tanto en PBS como en DMEM (Figura 24, C). Sin embargo, tras el tratamiento fototérmico de
los AuUNRS recubiertos con BSA, la internalizacion fue significativamente menor solo en el
caso de las muestras no PEGiladas (Figura 24, D). En general, las PEGilaciones con carga
superficial diferente afectaron a la formacion de la corona de proteinas, especialmente tras el
tratamiento fototérmico; sin embargo, estos efectos no afectaron significativamente a la
captacion celular.14-143
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Figura 24: Interacciones de los AUNRs@BSA PEGilados con células: Internalizacién celular
de AuNRs@BSA en células HelLa después de 3 h de incubacidén analizada por citometria de flujo.
El incremento en la intensidad de fluorescencia media (IFM) para la intensidad de fluorescencia
de la fluoresceina (FITC) demuestra la internalizacion de los AuNRs debido al marcado de la
BSA con la sonda fluorescente (A). Internalizacion celular de AuNRs y AuNRs@BSA en células
Hela después de 18 h de incubacion analizada por citometria de flujo. El incremento de IFM de
la fluorescencia de la rodamina, demuestra la internalizacion de los AuNRs marcados con
rodamina (B). Experimentos en tubo de ensayo de liberacion de BSA desde la superficie de los
AuNRs en diferentes medios (tampdn PBS y medios de células completas) desencadenada por la
irradiacién con un ldser de 805 nm de longitud de onda, durante 3 min y una potencia de 4
W/cm? (C). Internalizacién celular de AUNRs@BSA en células HelLa después de 3 h de incubacion
analizada por citometria de flujo. Aumento de la IFM de la internalizacién de AuNRs en células
Hela antes y después de la irradiacion con ldser. Las barras de error representan la desviacion
estdndar entre tres réplicas. En todos los datos, la significacién estadistica se evalué mediante
la prueba t: cada muestra se compard con la muestra sin tratamiento (ns, no significativa; *P
< 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).
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3.3.2. Encapsulado en ZIF-8 de AUNR (AUNR@ZIF-8)

Los AuNRs estabilizados por CTAB se recubrieron con una capa de ZIF-8 siguiendo el
procedimiento descrito en los métodos (2.2.17) formando un nanocompuesto (NC) con una
estructura tipo nucleo-caparazén en la que el AuNR ocup0 el centro del ZIF-8. La sintesis del
NC implico la adicion de los AuNRs dispersos en una solucion de CTAB sobre los precursores
del ZIF-8. La mezcla se agito durante 5 min y se dejo reposar durante 3 h, tiempo durante el
cual se observo la aparicion gradual de turbidez roja, lo que indicé la formacién de los NCs.
Tras la sintesis y purificacion de los AUNR@ZIF-8, estos se redispersaron en 100 pl de MeOH
(Figura 25).

1. Melmz
2. Zn(NO3)2
3. AUNR/CTAB

Agitar 5 min Purificacion

Figura 25: Esquema representativo de la sintesis de AUNR@ZIF-8.

En este caso se utilizaron diferentes concentraciones de CTAB durante la sintesis: 0,2; 0,4;
0,6 y 0,8 g.I" y se analiz6 su influencia en la morfologia de los NCs mediante SEM. A
concentraciones altas de CTAB (> 0,6 g.I'"Y), se produjeron ZIF-8 con dos morfologias y
tamafos: Por un lado, se encontraron ZIF-8 cubicos sin encapsulamiento de NPs, y, por otro
lado, se encontraron ZIF-8 amorfos de tamafio reducido que contienen AuNRS encapsulados,
estando la mayoria de los ZIF-8 vacios. Por el contrario, las imagenes de SEM mostraron que
tanto las muestras de NCs sintetizados utilizando concentraciones de CTAB de 0,2 como de 0,4
g.It no presentaron ZIF-8 vacios. Para la medicion del tamafio promedio de los NC se utilizé
el software ImageJ para dibujar circulos alrededor de, al menos, 50 NC y medir su diametro,
considerando este valor como el tamafio de cada NC debido a la forma irregular de los cubos.
Asi, se obtuvieron tamafios medios de 169 + 13 nm y 160 + 8 nm para las concentraciones de
0,2y 0,4 g.I't de CTAB, respectivamente.
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Figura 26: Imdgenes de SEM con detector InLens a 5 kV, representativa de las AUNR@ZIF-8
utilizando diferentes concentraciones de CTAB durante la sintesis: 0,2 g.l'"(A), 0,4 ¢.1'"(D); 0,6
g.l'" (G) y 0,8 g.l'" (H). imdgenes de SEM obtenidas con detector As y representaciones
correspondientes de los histogramas de frecuencia del tamafio del didmetro medio del circulo
que rodea una particula AuNR@ZIF-8, obtenidos a partir de la medida de 50 AuNR@ZIF-8,
utilizando diferentes concentraciones de CTAB: 0,16 ¢.l'" (B,C) y 0,4 g.l"" (E,F).

Por otra parte, se estudio la influencia del proceso de lavado en la estabilidad de los NCs
sintetizados a concentraciones de 0,2 y 0,4 g.I'* de CTAB. Para ello, se llevaron a cabo
diferentes tipos de lavado con distintos agentes dispersantes, tales como agua, MeOH y PSF.
En particular, se evaluaron las siguientes combinaciones de lavado y redispersion: lavado con
MeOH seguido de redispersion en MeOH (MeOH/MeOH), lavado con MeOH vy redispersion
en agua (MeOH/H;0), lavado y redispersién en agua (H20/H20), lavado con MeOH vy
redispersion en PSF (MeOH/PSF), lavado con agua y redispersion en PSF (H.O/PSF), y
finalmente, lavado y redispersién con PSF (PSF/PSF).
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Figura 27: Tamaho hidrodindmico promediado en nimero medido a lo largo de 144 h (escala
Log;) con DLS de los AUNR®@ZIF-8 utilizando diferentes lavados y sintetizados en presencia de
0,2¢.1'" (A) y 0,4 ¢.1'""(B) de CTAB. Los lavados marcados (*) indica que en la siguiente medida
los AUNR@ZIF-8 se agregaron.

Para evaluar la estabilidad de los NCs sintetizados, se emple6 el DLS para medir la
evolucion del tamafio hidrodinamico en nimero medio en diferentes instantes temporales
posteriores a la sintesis, especificamente a las 1, 5, 24 y 144 h. Los resultados obtenidos
mostraron que, tras 5 h de la sintesis, los AUNR@ZIF-8 redispersos en agua experimentaron
una significativa reduccién en su tamafio hidrodindmico, y que la degradacion continué a lo
largo del tiempo (Figura 27, Tabla 6).

En relacién a la estabilidad del ZIF-8 en medios acuosos, existen discrepancias en la
literatura cientifica. En contraposicién a los hallazgos presentados en este capitulo, diversos
estudios han confirmado la estabilidad del ZIF-8 en condiciones acuosas. Yaghi et al.,*® por
ejemplo, fueron los primeros en reportar que el ZIF-8 preservaba su estructura cristalina y
porosidad tanto en agua a temperatura ambiente como en agua en ebullicién. Esta estabilidad
fue atribuida a la naturaleza hidrofébica del ZIF-8 y a la fuerte unién coordinativa entre el zinc
y el nitrégeno presente en los ligandos de imidazol. Ademas, se ha documentado que la
estructura cristalina del ZIF-8 permanece inalterada después de la adsorcion de diversos
compuestos, como el benzotriazol,*** &cido ftalico y ftalato de dietilo,** y furfural,**® en
soluciones acuosas. Incluso se ha observado que el ZIF-8 puede mantener su estabilidad en
agua de mar durante 15 dias. ¥’

Por otro lado, y en concordancia con lo que se presenta en este capitulo, numerosos estudios
sostienen que el ZIF-8 no es estable en condiciones acuosas.'**% La sintesis del ZIF-8 se
realiza en agua, y la estructura es estable hasta que se lava el ZIF-8 y se dispersa en agua. Esta
observacion concuerda con los resultados publicados por Y.S. Lin,**® quien propone que la
estabilidad del ZIF-8 depende de la concentracion de imidazolato, el cual, en nuestro caso, esta
presente en exceso en la solucion acuosa previa al lavado. Ademas, se ha observado que la
estabilidad en agua es independientemente del tamafio de los cristales de ZIF-8 y de los métodos
de preparacion.t®
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Tabla 6: Tamafio hidrodindmico promediada en nimero medido a lo largo de 144 h con DLS
de los AuNR@ZIF-8 lavados con diferentes fases dispersantes y redispersados en H;O,
sintetizados con 0,2 g.'" (A) y 0,4 ¢.l"" (B) de CTAB.

Tamaiio hidrodindmico / nm

H,0/H,0 MeOH/H,0
CTAB/ g.I1 0,2 0,4 0,2 0,4
t/h
0 183 +3 143 +6 187 +8 154+ 6
1 184+9 151+3 176 +9 152+8
5 167 +7 126 +7 149 +12 145 +11
24 81+42 32+18 137 +9 111+21
144 626 +494.4 93+ 107 34+6 1026 + 395

Tabla 7: Tamafo hidrodindmico promediada en numero medido a lo largo de 144 h con DLS
de los AuNR@ZIF-8 lavados con diferentes fases dispersantes y redispersados en PSF,
sintetizados con 0,2 g.l"" (A) y 0,4 g.1"" (B) de CTAB.

Tamaiio hidrodindmico / nm

MeOH/PSF H,0/PSF PSF/PSF
CTAB/g.I1 0,2 0,4 0,2 0,4 0,2 0,4

t/h

0 1,7+08 18%0,7 22%09 39+17 25+12 26+12
1 1,8+07 23+08 2+0,6 23+05 3,1+1,9 3219

5 18+04 23+01 14+04 54+32 34+17 21+01
24 21+04 14+04 16+01 18+03 90+87 16+03
144 1,701 1,703 15+01 1,1+04 22,34#96 1,8+0,4

Tabla 8: Tamano hidrodindmico promediada en numero medido a lo largo de 144 h con DLS
de los AUNR@ZIF-8 lavados con MeOH y redispersados en MeOH, sintetizados con 0,2 g.l'" (A) y
0,4 g.1"" (B) de CTAB.

Tamafio hidrodindmico / nm

MeOH/MeOH
CTAB /[ g.I" 0,2 0,4
t/h
0 188 +2 158+ 2
1 186 +2 162 %2
5 186 +2 164+ 1
24 198 + 4 165 + 2
144 194 + 4 16142

Los resultados obtenidos para los NCs redispersos en PSF (Tabla 7) indicaron que estos no
poseen estabilidad en dicho medio. La observacion de valores tan reducidos en el tamafio
hidrodindmico sugiere que los NCs experimentaron agregacion y precipitacion, lo que justifica
dichos valores bajos. En contraposicion, los NCs lavados y redispersados con MeOH (Figura
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27, Tabla 8) presentaron un comportamiento estable durante al menos 144 horas después de la
sintesis.

Asi, a partir de las im&genes de SEM se confirmé que los NCs no eran estables en PSF,
rompiéndose en cuanto eran redispersados (Figura 28, A, B y C). Sin embargo, cuando se
redispersaron en agua se aprecié una conservacion de la morfologia, aunque los analisis
realizados mediante DLS revelaron un proceso de degradacion con el tiempo. Por otra parte,
para los NCs lavados y redispersados en MeOH, no se apreciaron signos de deterioro, lo que
sugirio una mayor estabilidad en este medio (Figura 28, F).

Figura 28: Imdgenes de SEM con detector SE2 a 5 kV, representativas de las AUNR@ZIF-8
redispersados en PSF y lavados con MeOH (A), H;0 (B) y PSF (C); redispersados en H;0 y lavados
con H;0 (D) y MeOH (E); lavados y redispersados en MeOH (F).

Como se ha mostrado previamente, el ZIF-8 es estable en MeOH pero sufre degradacion
en medios acuosos. Con el fin de prevenir el contacto del ZIF-8 con el agua y, por lo tanto,
asegurar su estabilidad en medios acuosos, los NC se recubrieron con un polimero anfifilico,
PMA (Figura 29). El proceso de sintesis del PMA (2.2.23.a) y el protocolo de recubrimiento se
describen en detalle en los métodos (2.2.23.d). La Figura 30 muestra un esquema representativo
del recubrimiento con PMA.
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Figura 29: Esquema representativo de la reaccion de 20 mmoles de poli(isobutilen-alt-
maleico anhidrido) y 15 mmoles de MeOH dando lugar al PMA, polimero anfifilico formado por
un esqueleto hidrofilico (rojo) al que se anclan cadenas hidrofébicas de MeOH (azul).

La optimizacion del recubrimiento con PMA se baso en lograr la estabilidad coloidal de
los NCs@PMA en medios acuosos utilizando la cantidad minima de PMA para evitar la
formacion de un exceso de micelas poliméricas libres. Este enfoque permitio el desarrollo de
una estrategia efectiva para recubrir los NC con PMA, lo que result6 en una proteccidon efectiva
contra la degradacién en medios acuosos. No obstante, el proceso de recubrimiento de los NCs
con PMA requirié conocer previamente la concentracion de los NCs, considerando que por
cada NP iba a crecer un NC. Dado que en cada sintesis se utilizé 1 ml de una dispersion de 2
nM de AuNRs, y que, tras la purificacion los NCs se llevaron a un volumen final de 100 pl de
MeOH, esto di6 como resultado una concentracién final de NCs 20 nM. En el proceso de
recubrimiento con PMA, se utiliz6 una relacion de 600 monémeros de PMA por cada nm?2 de
superficie de ZIF-8. Esta cantidad de monomeros se considerd suficientemente elevada para
lograr la estabilizacion deseada de los ZIF-8, evitando asi la presencia de un exceso de polimero
libre tras el proceso de recubrimiento.

L PMAW\ SR NaOH 0.1 M
SO —

Evaporacion
del disolvente

Figura 30: Esquema representativo de la funcionalizaciéon de los AUNR@ZIF-8 con PMA.
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Figura 31: Imdgenes de SEM a diferentes magnificaciones representativas de los: AUNR@ZIF -
8@PMA tras 144 h dispersos en agua con detectores InLens (A); AsB (B) a 20 kV y detector SE2
a 3 kV (C). Tamafo hidrodindmico en nimero medio medido a lo largo de 144 h con DLS de los
AuNR@ZIF-8@PMA (D). Potencial zeta trans la funcionalizacién con PMA (E). Espectro
normalizado de los AUNR@ZIF-8 con el pico del LSPR centrado a 782 nm, y espectro de los AuUNR
con el LSPR centrado a 768 nm (F).

Tras la funcionalizacion, purificacion y redispersion en agua de los AUNRS@PMA, las
microfotografias de SEM revelaron que estos conservaban su morfologia intacta. Mediante
anemometria de laser Doppler se encontré que su potencial { fue de -31,7 £ 0,7 mV, lo cual fue
consistente con los resultados obtenidos en trabajos previos.®*! Asimismo, se observé que el
tamafo hidrodinamico de los NCs permanecié practicamente constante a lo largo de un periodo
de 144 horas, lo que indic6 que, tras la funcionalizacion, los NCs eran estables en agua. En
particular, se determind que el tamafio hidrodindmico de los AuNRs a las 144 horas fue de 210
+ 6 nm, y su indice de polidispersidad (PDI) fue de 0,091 (Figura 31, D). El espectro UV-Vis
(Figura 31) mostro un desplazamiento al rojo del pico del LSPR de los AUNR@ZIF-8@PMA
respecto al de los AuNRs solos debido al mayor indice de refraccion del ZIF-8 (= 1.54) en
comparacion con el agua, situandose a 782 nm. Este comportamiento fue similar al observado
en sistemas analogos previamente reportados.t>

3.3.3. Sintesis y encapsulacion en ZIF-8 de AuNS

Se sintetizaron AuNSs siguiendo un protocolo recogido en el apartado de métodos (2.2.8)
previamente descrito en la literatura cientifica. Para ello, se sintetizaron AuNSs a partir de
AUNPs estabilizadas por citrato, usando iones plata como agentes de bloqueo y AA como
agente reductor.
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El primer paso de la sintesis consistié en la generacion de semillas de Au mediante la
reduccion de cationes Au®* con citrato, seguin el procedimiento descrito por Schulz et al.*?! Las
AuNPs resultantes presentaron un diametro medio de 14,3 + 1,1 nm, determinado a partir de la
medicion de 300 particulas en imagenes de TEM (Figura 32, A y B). A continuacion, se
caracterizaron las propiedades dpticas de las AUNPs mediante UV-Vis. El espectro mostré que
el LSPR se situd en Aispr= 515 nm (Figura 32, C). Conociendo la concentracion de Au
determinada por ICP-MS, y asumiendo que las NPs eran esferas de diametro medio de 14,3 +
1,1 nm, se obtuvo una concentracion de NP de 1,3 nM. A partir de la medida de la absorbancia
a 450 nm de longitud de onda a diferentes concentraciones de NPs (Ass0nm=0,158), se calculd
finalmente un coeficiente de extincion a 450 nm (e4so0) de 1,75 x 108 Mt cm® (Figura 11).

Para la sintesis de AuNSs las semillas se utilizaron a una concentracion de 2 nM, y se
asumio que por cada AuNP crecié una AuNS. Tras purificar las AuNSs estas se redispersaron
en 4 ml de una disolucion acuosa de CTAB 0,2 g.I"%, siendo la concentracion final de AUNSs
de 2 nM. En el espectro UV-Vis (Figura 20, E) el LSPR estaba localizado a ALspr = 725 nm.
Las AuNSs, tal como se observa en la imagen SEM (Figura 20, D), presentaron una morfologia
irregular con las puntas caracteristicas de este tipo de NPs.

Al igual que en el caso de los AUNRs, también se sintetizaron NCs utilizando las AuNSs
como semillas sobre las que se crecié el ZIF-8, dando lugar a NCs de AuNS@ZIF-8,
analizandose la influencia de diferentes concentraciones de AuNSs en las nanoestructuras
resultantes (Figura 33). Las imagenes SEM muestran los NCs sintetizados con diferentes
concentraciones de AuNSs (Figura 34). Estos NCs fueron mas grandes que los sintetizados con
AuNRs como semillas, lo que pudo atribuirse al mayor tamafio de las primeras en comparacion
con las segundas. La geometria de los NCs es cuasiesférica, no presentando vértices como en
el caso de los AUNR@ZIF-8. En las imégenes, en concordancia con los datos de DLS (Figura
34), se aprecio que a medida gue se aumentaba la concentracion de AuNSs se producia una
disminucion en el tamafio medio de los NCs. De las concentraciones estudiadas, la mas
adecuada fue 2 nM, ya que a menor concentracion de NPs habia nanoestructuras de ZIF-8 vacias
mientras que a mayores concentraciones aumentd el namero de NCs con mé&s de una estrella
como nucleo por cada ZIF-8; incluso a concentraciones altas (6 nM), se observaron estrellas no
encapsuladas (Figura 34, K).
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Figura 32: Imagen de TEM representativa de las AuNPs (A). Representaciéon de los
histogramas de frecuencia de tamano correspondientes a la distribucion numérica N (N = 300)
del didmetro de las AuNPs segun lo determinado a partir del andlisis de imdgenes TEM (B).
Espectro de absorciéon UV-Vis de las AuNPs, que muestra su pico de resonancia de plasmén
superficial localizada (LSPR) en A = 515 nm (C). Micrografia SEM representativa de las AuNSs,
detector InLens a 3 kV(D). Espectro de absorcién UV-Vis de las AuNSs que muestra su pico de
resonancia de plasmoén superficial localizada (LSPR) en A = 725 nm.

1. Melmz
2. Zn(N03)2
3. AuNS (1-6 nM)/CTAB

Agitar 5 min Purificacion

Figura 33: Esquema representativo de la sintesis de AUNS@ZIF-8
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Figura 34: Imagen de SEM con detector AsB a 30 kV, representativa de los AUNS@ZIF-8 y las
correspondientes representaciones de los histogramas de frecuencia del tamafio del didmetro
medio (obtenidos a partir de la medida de 50 AuNS@ZIF-8), calculados mediante la envolvente
formada por un circulo que rodea un AuNS@ZIF-8 a diferentes concentraciones de AuNSs: 1 nM
(A, B), 2nM (C, D), 3 nM (E, F), 4 nM (G, H), 5nM (I, J) y 6 nM (K, L).

Asi, la disminucion del tamafio del NC al aumentar la concentracion de AuNSs se ajustd a
una funcion sigmoidal (Figura 35, A). A concentraciones de particula bajas, la curva presentd
una pendiente pronunciada mientras que, al aumentar la concentracion, la curva se fue
aplanando progresivamente. Esto pudo explicarse considerando a las AUNSs como puntos de
nucleacion. Al incrementarse la concentracion de AuNSs, aument6 el nimero de puntos de
nucleacion, lo que dio lugar a una mayor formacion de NCs. Como consecuencia, el tamarfio de
los NCs disminuy0, siempre y cuando la cantidad de precursores se mantenia constante. Esta
disminucion se hizo menos abrupta a medida que fue aumentando la concentracién de AuNSs
debido a que comenzaron a formarse NCs con 2 o mas AuNSs, apareciendo ya a
concentraciones altas, AUNS no encapsuladas.

Por otra parte, el espectro UV-Vis (Figura 35, B) mostré el aumento del LSPR al aumentar
la concentracion de AuNSs empleadas, encontrandose un mayor incremento de intensidad a
concentraciones altas de NP (> 5 nm). Esto pudo deberse a la presencia de AuNSs no
encapsuladas. Por otra parte, al igual que en el caso de los AUNR@ZIF-8, se observd un
desplazamiento hacia el rojo del LSPR de los NC respecto al de las AuNSs libres.
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Figura 35: Relaciéon entre el tamafo de los AuNS@ZIF-8 y la concentracion de AuNSs
utilizadas para sintetizar los NCs. Espectro de absorcion UV-Vis de los AUNS@ZIF-8 que muestra
su pico de LSPR en torno a A = 743 nm

Tabla 9: Tamano hidrodindmico en nimero medio obtenido por DLS y tamafo obtenido a
partir de las imdgenes de SEM, respectivamente, de los AuUNS@ZIF-8 utilizando diferentes
concentraciones de AuNSs en su sintesis.

Concentracién AuNS / nM PDI Tamaiio hidrodindmico / nm Tamafio SEM / nm
1 0,199 272 317 +£23
2 0,189 222 252 +22
3 0,028 256 228+ 14
4 0,078 231 203+ 20
5 0,063 218 189 + 18
6 0,133 176 186 + 18
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3.3.4. Desarrollo de un nanocompuesto AUNS@ZIF-8 como sustrato SERS

A continuacion, se estudio la aplicacion de los NCs como sustratos para espectroscopia de
Raman mejorada por superficie (SERS). En particular, se emplearon NCs formados por
agregados de AUNSs recubiertos con una capa de ZIF-8, sintetizados siguiendo el
procedimiento detallado en la seccion de métodos (2.2.19). Posteriormente, se aplicé una capa
de PMA sobre los NCs para estabilizarlos en soluciones acuosas, de acuerdo con lo descrito en
la seccién de metodologia (2.2.23.d).

oH (H3C),N ‘ 0 O NH(CHs),
HS Z
! COOH
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= 1200 de xanteno
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1531 C-H

1651 Estiramiento C-O

Figura 36: Imagen de SEM a 20 kV, representativa de las AUNS@ZIF-8 con detector SE2 (A)
y AsB (B). Estructura del 4-MBA vy sus sefales Raman mds intensas (C). Estructura de RoB y sus
senales Raman mds intensas (D).
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Se seleccionaron el 4-MBA y la RoB como compuestos prueba Raman. La Figura36 Cy
D, muestran las estructuras moleculares del 4-MBA y RoB, asi como las bandas Raman mas
intensas correspondientes a cada compuesto.
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Figura 37: Espectros Raman del 4-MBA medido en una dispersiéon acuosa de NC a 0,1 nM y
una concentracion de 4-MBA de 10> M comparado con el espectro del 4-MBA en agua y el tapon
de polipropileno sobre el que se realizan las medidas (A). Espectro Raman de la RoB medido en
una dispersiéon acuosa de NC a 0,1 nM y una concentraciéon de RoB de 103 M comparado con el
espectro de la RoB en agua junto con el tapdén de sobre el que se realizan las medidas (B).
Espectros Raman del 4-MBA medidos en dispersiones acuosa de NC: a 0,1 nM y una concentracion
de 4-MBA de 10> M a diferentes numeros de adquisiciones (C), a diferentes concentraciones de
NC y 30 acumulaciones (D). Todos los espectros fueron adquiridos utilizando un ldser de 785
nm a una potencia ldser de 60 mW vy 0,5 s de tiempo de integracion.
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Asi, se prepararon suspensiones acuosas de los NCs con agregados de AuNSs en su interior
a una concentracion de 0,1 nM y diferentes concentraciones de 4-MBA y RoB (en el apartado
2.2.20 describe la preparacion de las muestras para medir en el Raman). Estas suspensiones se
agitaron durante una noche para permitir que las moléculas difundiesen a través de los canales
porosos del ZIF-8, hasta alcanzar el nacleo del NC, donde estaban inmovilizadas la AuNSs.
Las concentraciones de pruebas Raman utilizadas fueron 10y 10° M. En el caso de la RoB se
detecto sefial a concentraciones de 107 M; sin embargo, no se detect6 sefial a 10> M. En el caso
del 4-MBA se detectd sefial a ambas concentraciones. Posteriormente, se repitieron las medidas
a concentraciones de 10 M en el caso de la RoB y 10° M en el caso del 4-MBA, pero en
ausencia de NCs, sin detectarse sefial en ningln caso (Figura 37). Esto indicd que solo era
posible detectar estas moléculas a estas concentraciones en presencia de NCs dispersos, lo que
implico que las moléculas podian difundir a través de los poros del ZIF-8 hasta alcanzar el
nucleo del NC, entrando en contacto con las AuNSs y produciéndose, al irradiar la muestras
con el laser, el aumento de la sefial Raman.

Al aumentar el numero de acumulaciones a 30 s, aumentd significativamente la intensidad
de la sefial Raman, aunque esto implicd un aumento considerable en el tiempo de adquisicion
(Figura 37, C). Por otro lado, también se observé un aumento significativo en la intensidad
Raman al aumentar la concentracion de NCs de 0,1 a 0,25 nM; sin embargo, no se observé un
aumento significativo adicional en la intensidad de la sefial Raman al aumentar la concentracion
de NCs hasta 0,5 nM (Figura 37, D).

A continuacion, se estudia la evolucion del espectro Raman del 4-MBA en funcion del
tiempo permitido para la encapsulacion de la sonda. A partir de una dispersion de NC a una
concentracion de 0,1 nM con 4-MBA disuelto a una concentracion de 10 M, se toman alicuotas
a diferentes tiempos, desde 0 hasta los 240 min y se mide el espectro Raman bajo las mismas
condiciones. Se observa que 15 min después de la preparacion de la mezcla ya se detectan las
sefiales del 4-MBA. La intensidad de las sefiales va en aumento hasta los 60 min, momento a
partir el cual, la sefial permanece invariable (Figura 39).

Por ultimo, se procedié a realizar mediciones de los espectros Raman para diferentes
concentraciones de 4-MBA utilizando los NCs como sustratos. Con la finalidad de garantizar
una carga maxima, se establecié un tiempo de carga de 120 min. Las mediciones fueron
realizadas utilizando el laser de 785 nm, con una potencia de 60 mW, 10 acumulaciones, 0,5 s
de integracién y una concentracion de NCs de 0,25 nM. Se midieron concentraciones que
oscilaron entre 10° M y 10" M, evidenciandose que la disminucion de la concentracion de 4-
MBA se correlacion6 con una disminucion en la intensidad de la sefial Raman. Ademas, se
mantuvo una relacion lineal entre la intensidad del pico a 1074 cm™ y la concentracion entre
10 y 10° M. Es importante destacar que, incluso a las concentraciones mas reducidas (107
M), se continud detectando la sefial Raman del 4-MBA.

En la literatura cientifica existen diversos ejemplos de sustratos para SERS que combinan
el uso de ZIF-8 con NPs plasmdnicas. Un ejemplo de ello es el trabajo de Hai et al. quienes
desarrollaron un material compuesto por NPs de oro y plata inmovilizadas sobre una superficie
de vidrio y recubiertas con ZIF-8.1°3 Este sustrato presenta una alta estabilidad y sensibilidad,
lo que le permite evitar la agregacidn excesiva de las NPs y lograr una rapida determinacion de
carbendazim, un fungicida sistétmico que induce efectos toxicos agudos en humanos y es un
importante contaminante detectable en alimentos, suelos y agua.'®* Este sustrato ha demostrado
ser capaz de detectar el carbendazim en muestras de agua de mar, con un limite de deteccion
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(LOD) de 0,2 pg.kgy un rango de deteccion lineal amplio entre 10°y 10 M. En relacién a
la deteccion del 4-MBA, se han reportado sustratos SERS basados en nanoestrellas de tipo
niicleo-capa de oro-plata recubiertas de silice conjugados con anticuerpos,’>® que permiten la
deteccion lineal de este compuesto a concentraciones que van desde 1.9 x 10° M hasta 1.9 x
10"t M de 4-MBA,

En otro trabajo, R. Alvarez-Puebla et al.'*® disefiaron un nanocompuesto compuesto por
AuNS individuales encapsuladas en ZIF-8, formando estructuras conocidas como "céscaras de
yema huecas", disefiadas especificamente para la deteccion por espectroscopia Raman de realce
superficial (SERS). Los autores destacan que el principal beneficio de estas estructuras radica
en el amplio volumen existente entre el ndcleo plasmonico y la cascara de ZIF-8, que puede
utilizarse para la acumulacion Optica, la catélisis o el almacenamiento de medicamentos.
Adicionalmente, esta singular estructura ofrece una mejora significativa en la estabilidad
coloidal y la capacidad de tamizar moléculas en funcion de su tamafio o carga. Aunque los
autores sostienen que la cubierta de ZIF-8 es estable en agua, es importante destacar que, como
se evidencia en este capitulo y la literatura cinetifica’*®1!, la cobertura de ZIF-8 no es estable
en entornos acuosos a menos que se proteja con una capa polimérica. El sustrato disefiado se
sometid a diferentes pruebas para la deteccion de cuatro analitos, siendo el 4-MBA uno de los
evaluados. Los sustratos se cargaron durante 30 min en disoluciones de diferentes
concentraciones, logrando detectar el 4-MBA a una concentracion de 107 M, que es la misma
concentracion detectable con los sustratos descritos en esta seccion.

Comparados con otros sustratos SERS previamente documentados en la literatura
cientifica, los resultados obtenidos mediante los NCs presentados en este capitulo podrian ser
considerados modestos. En efecto, mientras que el nanocompuesto descrito en este estudio
exhibe un rango de deteccion lineal de hasta 10°® M para 4-MBA, se han citado sustratos SERS
capaces de alcanzar niveles de deteccion hasta de 1.9 x 101t M. No obstante, es crucial destacar
que el objetivo principal de este experimento es demostrar la viabilidad de emplear este tipo de
nanocompuestos para la deteccion mediante SERS. A este respecto, es claro que existe un
amplio margen para mejorar su rendimiento y optimizar los limites de deteccion y
cuantificacion alcanzados. Ademaés, los NCs aqui desarrollados presentan una ventaja
significativa en términos de estabilidad coloidal, a diferencia de la mayoria de los sustratos
SERS que utilizan ZIF-8 descritos en estudios anteriores.
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Figura 38: Espectros Raman del 4-MBA medidos en dispersiones acuosas de NC a 0,25 nM a
diferentes concentraciones de 4-MBA (A) y detalle del espectro de la sonda entre 1040 y 1110
cm'’ (B). Correlacion entre la concentracion de 4-MBA y la intensidad de la sefial Raman a 1074
cm’). Los puntos se ajustaron mediante un andlisis de regresién lineal (y = 6,2 x 107 x + 98,3,
r2 = 0,999) (C). Todos los espectros fueron adquiridos utilizando un ldser de 785 nm a una
potencia de 60 mW, 10 acumulaciones y 0,5 s de tiempo de integracion.
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Figura 39: Evolucion de los espectros Raman de 4-MBA en funciéon del tiempo de
encapsulaciéon medidos en una dispersion acuosa de NC a 0,25 nM y una concentraciéon de 4-MBA
de 10> M. Todos los espectros fueron adquiridos utilizando un ldser de 785 nm a una potencia
de 60 mW, 10 acumulaciones y 0,5 s de tiempo de integracion.
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4. MNPS Y SU FUNCIONALIZACION

4.1. INTRODUCCION

La utilizacion de NPs como vehiculos para la administracion de farmacos representa una
estrategia novedosa y prometedora en el campo de la farmacologia, con el potencial de
optimizar la eficacia terapéutica y mitigar los efectos secundarios asociados con los
tratamientos farmacoldgicos convencionales.*®’1%8 Esta técnica se basa en la capacidad de las
NPs para encapsular agentes farmacologicos y liberarlos de manera controlada en objetivos
terapéuticos especificos, tales como tumores o células en estado inflamatorio. Asimismo, las
NPs ofrecen la ventaja adicional de conferir proteccion al farmaco frente a procesos de
degradacion o metabolizacion prematura, lo cual contribuye a una liberacién mas prolongada y
sostenida del compuesto activo en el organismo.**®

Las NPs destinadas a la administracion de farmacos pueden ser elaboradas a partir de una
diversidad de materiales, incluyendo polimeros, lipidos y metales. La posibilidad de
manipulacion a escala nanométrica permite disefiar estas particulas con una amplia gama de
tamafios, formas y propiedades fisicoquimicas. Estas caracteristicas pueden ser utilizadas para
controlar la velocidad y el lugar de liberacion del farmaco en el cuerpo.t®

Una metodologia en el ambito de la administracion de farmacos mediante NPs consiste en
la incorporacion de estos agentes farmacoldgicos en nanocompuestos, conformados por una NP
plasmonica encapsulada en un MOF. Por ejemplo, el grupo donde he desarrollado esta tesis
disefio recientemente un nanocompuesto que consta de estrellas de oro encapsuladas en ZIF-8
que al ser irradiados con un laser de 808 nm, absorben luz y generan calor, liberando la carga
de forma controlada por efecto de la termoforesis.*3! No obstante, la principal limitacion de
estos sistemas radica en la capacidad restringida de penetracion de la luz en los tejidos, lo que
circunscribe la utilizacién de estos sistemas a las regiones mas superficiales del cuerpo.

Con el objetivo de solventar la limitacién inherente a la capacidad de penetracion de la luz,
se pueden emplear MNPs como fuentes generadoras de calor. Estas NPs, al ser sometidas a un
AMF de alta frecuencia, producen calor,*® lo que ofrece una estrategia efectiva para abordar
las limitaciones de las técnicas basadas en la utilizacion de la luz. De esta manera, se puede
alcanzar un control mas eficaz de la liberacion de farmacos en regiones méas profundas del
organismo, lo cual potencialmente expande la gama de aplicaciones de estas tecnologias
nanométricas en la administracion de farmacos.

Este capitulo se compone de dos secciones principales. En la primera, se aborda la sintesis
de NPs magnéticas (MNPs) de magnetita estables en medio orgéanico y se examina el impacto
del dopaje con bajas proporciones de cobalto sobre en sus propiedades magnéticas. La dopacion
de MNPs con Co se ha asociado con un aumento en la anisotropia magnética, lo cual se refleja
en una mayor eficiencia en hipertermia y en el contraste en resonancia magnética en
comparacion con las nanoparticulas de magnetita del mismo tamafio que carecen de cobalto.*6!
Sin embargo, el uso de estas MNPs dopadas con Co en aplicaciones biomedicas ha generado
controversia debido a la toxicidad inherente del cobalto. La literatura cientifica reporta una
toxicidad significativa para las nanoparticulas de CoFe2Ox sin recubrimiento.61-62 Para abordar
esta problematica, se han investigado recubrimientos utilizando silice o polimeros, los cuales
han 6olzemostrado mejorar considerablemente la biocompatibilidad de las MNP dopadas con
Co.l
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En la segunda seccion de este capitulo, se detalla el proceso de transferencia de las MNPs
a un medio acuoso asi como la elaboracion de nanocompuestos estables en ambientes acuosos.
Estos nanocompuestos se componen de un ndcleo de MNP que se encuentra recubierto por una
estructura porosa de ZIF-8. Estos nanocompuestos han sido disefiados con el propdsito de lograr
la liberacion controlada de moléculas en el interior de las células, siendo esta activada por
estimulos externos tales como campos magnéticos alternos (AMF) o campos magnéticos
rotativos (RMF).

4.2. SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE LAS MNPs

La magnetita (FesO4) se caracteriza por su estructura cristalina de espinela cubica inversa.
Esta estructura especifica se deriva de una férmula quimica de la forma general AB2O.. En el
caso de la magnetita, los cationes que ocupan los sitios A y B son iones Fe(ll) y Fe(lll),
respectivamente. Los iones Fe(l11) ocupan principalmente las posiciones tetraédricas, mientras
que las posiciones octaédricas albergan tanto iones Fe(I1) como Fe(l11).1%3 En lo que respecta a
sus propiedades magnéticas, la magnetita exhibe un comportamiento ferrimagnético, esto es,
los momentos magnéticos de los atomos se alinean en direcciones opuestas, pero con
magnitudes diferentes, como se comentd con anterioridad. La magnetita dopada con cobalto
(Co) implica la sustitucion de iones Fe(ll) en las posiciones octaedricas por iones Co(ll). Este
dopaje altera las propiedades magnéticas de la magnetita.

La sintesis de NPs de FesO4 se realiz6 a través de un método denominado termdlisis, que
implicé la descomposicion térmica de un precursor organometalico, especificamente un oleato
metalico, disuelto en un disolvente de elevado punto de ebullicion, como el ODE. La presencia
de un agente tensioactivo organico, como el &cido oleico, actué como estabilizador en el medio
organico de las MNPs. Este procedimiento ofrecié un control meticuloso de la composicién y
el tamafio de las MNPs. Sin embargo, las particulas resultantes exhibieron valores de saturacion
magnética relativamente bajos en comparacion con el material a escala macroscopica. Esta
disminucion en la saturacion magnética se atribuy6 a la formacidn de fases de wilstita, las cuales
muestran propiedades antiferromagnéticas a temperatura ambiente.?®

En los protocolos tipicos descritos para sintetizar MNPs, comunmente se emplean
gradientes de calentamiento de 3,3 °C.min?; bajar el gradiente a 1 °C.min? evité el
solapamiento entre la fase de nucleacién y la de crecimiento de las NPs, resultando en una
menor polidispersidad en la distribucion del tamafio de las MNPs. Como disolvente se utiliz6
ODE debido a su elevado punto de ebullicion (315 °C a 1013 hPa). A través de la variacion de
la temperatura final de la sintesis, fue posible controlar el tamafio de las MNPs. A medida que
se incremento la temperatura final, el tamafio de las MNPs también aumento. Asi, temperaturas
finales de 305, 310 y 315 °C se correspondieron con tamafios de particula de 12,2 = 0,9; 15,5
+ 1,1y 17,8 = 1,8 nm, respectivamente. (Figura 40). Este método permitio la sintesis de
MNPs esféricas con baja polidispersidad, aunque cabe destacar que el incremento de su tamarfio
contribuyd a una ligera elevacion de la polidispersidad relativa, pasando de un 7,4% en el caso
de las NPs de 12,2 £ 0,9 nm hasta el 10,1% en el caso de particulas de 17,8 £ 1,8 nm.
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Figura 40: Imagenes de microscopio electronico de transmision (TEM) de MNPs calentadas
a 305 (A), 310 (B) y 315 °C (C), con tamanos medios de 12,2 + 0,9, 15,5+ 1,1y 17,8 + 1,8 nm,
respectivamente, y las correspondientes distribuciones del diametro de, al menos, 300 NPs.
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Sintetizadas las MNPs, el siguiente paso fue evaluar sus propiedades magnéticas. Para ello,
nos centramos en las de mayor tamafio, ya que estas son las de mayor interés desde un punto
de vista para la generacion de calor. Se procedié a medir la magnetizacion a temperatura
ambiente de las MNPs con un tamafio promedio de 17,8 + 1,8 nm, utilizando una intensidad de

campo de 24,0 KA.m* y una frecuencia de 296,9 kHz. La magnetizacion de saturacion (Ms)
obtenida fue de 56,7 + 1,3 Am?.kg y la tasa de absorcion especifica (SAR) fue de 64,9 + 18,7
w.gl

Es importante sefialar que el valor de la Ms se presentd como significativamente bajo en
comparacion con los valores tipicos reportados de la magnetita a tamafio macroscopico (86
Am?.kg™),1%* lo que también implicé menores pérdidas por histéresis magnética. Este fendmeno
se pudo atribuir a la presencia de fases de wustita (FeO) en las MNPs. La widistita es una fase
antiferromagnética que presenta un comportamiento paramagnético a temperatura ambiente, lo
que puede influir negativamente en la magnetizacion de las MNPs. Para mejorar las propiedades
magnéticas, es necesario convertir la wistita en magnetita, una transformacion que se puede
lograr mediante un proceso denominado recocido, que implica una oxidacion de las particulas.
En la literatura cientifica se han reportado multiples metodologias para esta oxidacion.

Una de las técnicas es la introduccion de oxigeno durante el proceso de termdlisis. Sin
embargo, esta estrategia conlleva ciertos riesgos asociados dada la temperatura de autoignicion
del ODE, que se sitta en los 252 °C. También se ha documentado el uso de oxidantes como el
acido 3-cloroperbenzoico y el N-6xido de trimetilamina. No obstante, estos compuestos se
consideran altamente toxicos y peligrosos, lo que limita su aplicabilidad.%* Finalmente, se optd
por un procedimiento mas seguro, aunque lento, que consistié en someter las MNPs a un
calentamiento constante a 160 °C durante un periodo de tres dias. Para prevenir la agregacion
durante el tratamiento de las NPs, se afiadio una cantidad de 5 pul por cada ml de disolvente de
una mezcla de &cido oleico:OLAM en una relacion de 1:1.

Tras el tratamiento térmico, se procedié a realizar nuevamente la medida de magnetizacion
de las MNPs recocidas. Se observo, asi, que la Ms aumentd significativamente, pasando de 56,7
+ 1,3 Am?kg’a88,3+21Am?kg? (Figura 41). A su vez, las pérdidas por histéresis también
experimentaron un incremento sustancial, lo cual elevd la SAR hasta alcanzar un valor de 254,1
+ 45,1 W.gl. Estos resultados indicaron que el tratamiento térmico fue eficaz en la
transformacion de las fases de wistita presentes en las MNPs a magnetita. La Ms obtenida
después del tratamiento térmico se aproximo también de manera significativa al valor esperado
para la magnetita (86 Am?2.kg™), lo que corrobord la eficacia del proceso de oxidacion.
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Figura 41: Curvas de magnetizaciéon de una muestra de MNPs medidas a temperatura
ambiente antes y después del tratamiento térmico (A). Valores de SAR de las MNPs antes y

después de dicho tratamiento (B).

Ademas, tanto los valores de DLS como las imagenes de SEM confirmaron que el
tratamiento térmico no afecto al tamafio ni a la morfologia de las MNPs resultantes (Figura 42).
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Figura 42: Imdgenes de SEM de las MNPs sin tratar (A) vy después del tratamiento térmico
(B). Barra de escala de 50 nm. Distribucion de tamafio hidrodindmico promediada en numero
obtenido por DLS (C).

4.2.1. Funcionalizacién y estabilidad de las MNPs en medio acuoso con PMA

Una vez que las MNPs fueron sometidas al tratamiento térmico, el siguiente paso fue su
transferencia a medio acuoso. Las MNPs recubiertas por AO no son estables en medio acuoso.
Con el fin de transferirlas, las NPs dispersadas en un medio organico fueron recubiertas con
PMA.% En el caso de las MNPs se utilizaron 600 monémeros de PMA por nm?. Esta proporcion
de mondmeros por nm? fue suficiente para que las MNPs presentasen estabilidad coloidal en
soluciones acuosas y, a su vez, se evitd la formacion de micelas libres de polimero debido a un
exceso de PMA.
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Se calcul6 el volumen necesario de la disolucién de PMA (tal como se describe en el
apartado 2.2.23.d) y se afiadi6 a las MNPs, se sonicO la muestra a continuacion para
homogeneizar la mezcla, se evaporé el disolvente en el rotavapor y se hidrolizé con una
disolucién alcalina (Figura 43).

El PMA permite su funcionalizacion con moléculas que presenten, por ejemplo, un grupo
amino terminal en su estructura molecular. Esta funcionalizacidn puede realizarse tanto durante
la propia sintesis del PMA como en una etapa posterior a ésta. La funcionalizacion se produce
mediante un mecanismo de ataque nucleofilico en el cual el grupo amino terminal se une a un
carbono electrofilo del anhidrido maleico presente en el PMA (se presenta una representacion
de este proceso en la Figura 43).

« MNP
*« PMA 0.5 M (600 -
mondémeros/nm?) [ NaOHO0.1 M

;;(J\ -
NH

°© R

Figura 43: Representacion del protocolo de funcionalizacién de las MNPs con PMA (arriba).
Representacion de la apertura de un anillo anhidrido maleico del PMA por un grupo amino
(abajo).

Por ejemplo, se procedi6 a la funcionalizacion del PMA con un 10% de 6-
aminofluoresceina (6-AF) siguiendo el protocolo descrito (2.2.23.b). Para ello, se prepararon
MNPs fluorescentes mediante el recubrimiento de las mismas con el PMA modificado. Para
cuantificar el nimero de moléculas de 6-AF presentes por NP, se llevé a cabo un proceso de
calibrado mediante la preparacion de una curva de calibracion que nos permitié establecer la
relacién entre la intensidad de fluorescenciay la concentracion de 6-AF disuelta en agua (Figura
44, A). Posteriormente, se procedio a medir la fluorescencia de diferentes diluciones de una
muestra de NPs recubiertas con PMA modificado (Figura 44, B) para determinar el grado
efectivo de sustitucion del polimero.
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Figura 44: Curva de calibrado de la intensidad de fluorescencia del 6-AF6 en agua en
funciéon de su concentracion medido bajo una excitacion de 490 nm (A). Intensidad de
fluorescencia frente a la inversa del factor de dilucion (1/dilucion) de diferentes
concentraciones de MNPs recubiertas con PMA-6-AF en agua (B).

La Tabla 10 presenta los datos obtenidos a partir de las medidas de fluorescencia realizadas
en muestras de NPs de MNPs-PMA-6-AF a diferentes concentraciones. Se calcul6 que el
nimero medio de moléculas de 6-AF por NP fue de 1899. Teniendo en cuenta que se afiadieron
600 mondmeros de PMA por nm?, esto es, 59700 monomeros por NP, este resultado representd
un 3,2% de la cantidad de sonda fluorescente inicialmente utilizada (Tabla 11). Es probable que
esta diferencia entre la cantidad de 6-AF afadida y la cantidad que recubre las NPs se deba al
exceso de PMA que es eliminado durante el proceso de lavado después del recubrimiento
polimérico.

Tabla 10: Fluorescencia medida de diferentes concentraciones de MNPs-PMA-6-AF y la
relacién calculada de moléculas de 6-AF. MNP,

MNPs-PMA-6-AF / nM 1/ a.u. Concentracién 6-AF / uM N2 moléculas 6-AF.MNP-!
8,50 3303 12,8 1508

4,25 2140 7,3 1729

2,13 1651 5,0 2374

1,06 1028 2,1 1987

Media 1899

Tabla 11: Relacion maxima de moléculas de 6-AF por cada MNP.
Tamafio / nm Superficie /nm? Monémeros. MNP-1 N2 moléculas 6-AF.MNP-!

17.8 995 597000 59700

Las MNPs modificadas con PMA son coloidalmente estables, tal como se evidencié a
través de las medidas de DLS y potencial . Los resultados obtenidos mostraron un tamafio
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hidrodindmico de 22,4 + 0,9 nmy un PDI de 0,137, indicando una distribucién homogénea en
tamano y forma. Ademas, presentaron un potencial { de -27,9 + 5,6 mV. (Figura 45).

25—

4 5x104+
20+

O\o 15_ wp 3)(104—'

< 10- =

1.5x104

5_
0 I | T 0 T | T
1 100 10000 -100 0 100
dh(N) / nm Q [ mV

Figura 45: Distribucion de tamafo hidrodindmico promediada en nimero, medido con DLS
(A) v potencial { (B) de las MNPs-PMA-6-AF

4.2.2. Influencia sobre las propiedades magnéticas del dopado con cobalto de NPs de
FesOa4

En esta parte del trabajo, se pretendié investigar la influencia del dopaje con cobalto en las
propiedades magnéticas de NPs de magnetita. Para ello, se sintetizaron MNPs de férmula
CoFes«04 (MNPs-Co) de entre 18-20,5 nm mediante la sustitucion parcial de los iones Fe?*
en posiciones octaédricas de la estructura de la magnetita con iones Co?" en diferentes
proporciones (X entre 0,01 y 0,6). El protocolo de sintesis de las particulas se describe en el
apartado 2.2.12. La correspondencia entre la cantidad de Co tedrica afiadida durante la sintesis
y la determinada en las MNPs dopadas mediante ICP fue adecuada, especialmente en los
dopados bajos de Co. Se consider6 que el dopaje con sustituciones de Co entre el 1y el 5% fue
practicamente estequiométrico, como se observa en la Tabla 12. No obstante, a partir de un
dopaje igual o superior a 0,10 moles de Co se evidencié que la cantidad de Co detectada en las
MNPs era menor que la afiadida.

Al igual que en el caso de las MNPs de magnetita, estas MNPs tras la sintesis se sometieron
a un proceso de recocido de 72 h necesario para que se produjese la oxidacion total del Fe 'y
Co, observandose un incremento de la pérdida de histéresis y, por lo tanto, del SAR (Figura
46). Ademas, las MNPs-Co se funcionalizaron con 600 monémeros de PMA por nm? para su
transferencia a medio acuoso.
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Tabla 12: Correspondencia de los moles de Co (x) afadidos con relacién a los de Fe y los
moles de Co determinados por ICP.

X moles de Co afiadidos x moles de Co determinados por ICP  Co (x) determinado por ICP respecto al afiadido / %

0,01 0,01 110
0,02 0,02 95
0,03 0,03 93
0,04 0,04 98
0,05 0,05 100
0,05 0,05 102
0,10 0,08 80
0,10 0,09 90
0,15 0,11 73
0,15 0,12 80
0,15 0,13 87
0,60 0,30 50

—— Sintratar 100 =- — 12KkA/m 100-

24h 16 kKA/m
—— 48h ] —— 20 kA/m !
— 72h 50— // — 24kAm 5O

30

-100- -100-
H/kAm™ H/ kAm™L

Figura 46: Evoluciéon de las curvas de histéresis obtenidas mediante magnetometria a
temperatura ambiente a diferentes tiempos de recocido de una muestra dopada con un 20 % de
Co?* respecto al Fe?*(A). Curvas de histéresis medidas a diferentes campos magnéticos aplicados

(B).

La Figura 47 presenta las curvas de histéresis obtenidas en tolueno antes de la
funcionalizacion con PMA y en agua después de la funcionalizacion de una muestra de MNPs-
Co dopadas con una proporcion de 10% de Co. Como resultado de este recubrimiento
polimérico, el tamafio hidrodindmico de las NPs se incrementd desde 21,5 + 0,9 nm hasta 26,3
* 2,3 nm. La magnetizacion de saturacion (Ms), que representa la magnetizacion maxima que
puede alcanzar el material, se mantuvo constante en ambos medios.

La coercividad (Hc) se refiere a la resistencia de un material magnético a su
desmagnetizacion. Valores elevados de coercividad indican una mayor resistencia a perder su
magnetizacion. Asi, se observa que las MNPs dispersas en tolueno presentaron una coercividad
superior a las que se encontraban en fase acuosa. En relacion con su alta coercividad, la SAR
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para las particulas en tolueno fue considerablemente superior a la de las particulas en agua. Este
resultado sugiere que las particulas en tolueno tienen una mayor capacidad para absorber
energia. La diferente viscosidad de los disolventes es uno de los factores que podria estar
contribuyendo a esta diferencia. Como se ha reportado en estudios anteriores,*% los valores de
Hc y SAR, a valores bajos de viscosidad, tienden a incrementarse a medida que la viscosidad
disminuye. Dado que el tolueno presenta una viscosidad inferior al agua, esto podria explicar
la mayor SAR observada para las particulas en tolueno.

— Agua 1004
— Tolueno y Disolvente M/ emug? Hc/kAm? SAR / Wg!
50— Tolueno 95,0+4,2 9,1+0,4 1021,5+11,2
Agua 93,5+9,7 58+0,2 608,5+61,4

-100-

H/kAm?

Figura 47: Curvas de magnetizacion de una muestra de MNPs dopada con Co (en proporcion
0,1) medidas a temperatura ambiente con un magnetémetro a 300 kHz v 24 kA.m'" en agua y
tolueno. En la tabla se recogen los valores de la magnetizaciéon de saturacién, coercividad vy
SAR para cada caso.

A continuacion, se evaluo6 una seleccion de MNPs dispersas en tolueno con didmetros que
oscilaban entre los 18 y 20,5 nm con distintas proporciones de Co (3, 8, 11y 30 %, respecto a
la proporcion de Fe?* en la FesOa). La medicion de sus curvas de histéresis se realizd mediante
un magnetémetro a temperatura ambiente, a un campo de 24 kA.m™ y una frecuencia de 300
kHz. La Figura 48 representa las curvas normalizadas correspondientes a estas MNPs-Co. Asi,
se observé que a medida que aumenta la proporcion de Co en las MNPs, la apertura de la curva
de histéresis se amplio significativamente.

A continuacion, se determinaron las curvas de histéresis a temperaturas de 295 Ky 10 K
utilizando un dispositivo cuantico de interferencia superconductora, conocido como SQUID
(Superconducting Quantum Interference Device). Las MNPs se pipetearon sobre un trozo de
papel para su posterior analisis. Sin embargo, debido a la sensibilidad de las mediciones a la
masa del material magnético, se tomo la decision de transferir las MNPs a agua.

La transferencia de las MNPs-Co al agua se realiz6 mediante recubrimiento con PMA
(2.2.23.d), con el propdsito de reducir los posibles errores asociados al proceso de pipeteo de
disolventes organicos (con micropipetas disefiadas para agua) y, asi, mejorar la precision de las
mediciones. Al emplear agua como disolvente se logro una mejor estandarizacion de la cantidad
de MNPs pipeteadas, lo cual fue fundamental para obtener resultados mas confiables y precisos
en los experimentos.
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Co/ Tamafio hidrodindmico / nm Tamafio

% SEM / nm

i 0 18,4+1,4  179%16

2 3 17,4+03  180+1,3

NE 8 20,1£0,7  20,7+1,3

< 11 20,1+0,4  19,6+1,5
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Figura 48: Curvas de magnetizacion medidas a 300 KHz yv 24 kA.m"" de muestras de MNPs
dopadas con diferentes proporciones de Co normalizado entre 0y 1 medidas con magnetometria
a temperatura ambiente. La tabla recoge medidas de tamafio hidrodindmico promediado en
numero y medido a partir de la medida de al menos 300 MNPs en imdgenes de SEM.

La concentracién de Co tuvo un efecto significativo en las propiedades magnéticas de las
NPs tal como se observa en la Figura 49. Al comparar las medidas a las dos temperaturas
ensayadas se pudieron observar algunas tendencias claras. Asi, se observé que la Ms aumentd
incluso con una pequefa incorporacion de Co, indicando que la presencia de este metal potencio
la alineacion de los momentos magnéticos dentro de las NPs. Por otro lado, a una temperatura
de 10 K se aprecié un incremento tanto de la magnetizacion remanente (M), que define la
magnetizacion residual en un material una vez eliminado el campo magnético aplicado, como
de la Hc a medida que se incrementd la concentracion de Co. Es decir, a temperaturas mas bajas,
las NPs con mayor concentracion de Co tendieron a retener mas magnetizacion después de la
eliminaciéon del campo magnético externo y también requirieron un campo magnético mas
potente para ser desmagnetizadas.

Ademas, a 295 K se observd un comportamiento inusual, aunque recientemente predicho
tedricamente:'®® La coercitividad disminuy6 inicialmente entre las concentraciones de Co de 0
y 0,08, pero luego aumentd a concentraciones de Co superiores. Este comportamiento
contraintuitivo (disminucion de la anisotropia magnética a medida que su aumenta el dopado
de Co?"), se puede entender como una transicion del sistema desde una constante de energia de
anisotropia cubica negativa (FesOs) a una positiva (CoFe2O4). La remanencia mostré una
tendencia similar, pero menos acentuada. De particular interés fue el caso de las NPs dopadas
con 0,08 de Co. A 295 K, estas MNPs mostraron un comportamiento superparamagnético, en
el que los momentos magnéticos pueden cambiar libremente de direccion, resultando en una
magnetizacion neta cero en ausencia de un campo magnético externo. Esta observacién fue
evidente en la ausencia de histéresis a esta concentracion de dopado, incluso al ampliar la escala
de observacion, en contraste con lo observado con las otras concentraciones de Co.

Al comparar las medidas a ambas temperaturas, respecto a la Hc, los valores fueron
considerablemente mas altos a 10 K en comparacién con los de 295 K para todas las
concentraciones de Co. Esta tendencia sugirio que, a temperaturas mas bajas, las NPs muestran
una mayor resistencia a ser desmagnetizadas. Esto puede deberse a una reduccion de los
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movimientos térmicos que permiten a los momentos magnéticos reorientarse y facilitar la
desmagnetizacion.

A B 1.2
n n
o o
2 2
S 5 O 6 6
~ ~
= =
-1.2
MoH /T
—-— 0%
—-— 3%
-— 8%
—-— 11 %
—-— 30%
% Co MH /T M./ emug?
0 2,64x103 5,69
3 1,89x10°3 5,27
8 5,43x10% 1,19
-0.5- 11 2,09x 103 3,81
woH /T 30 3,10x 102 22,1

Figura 49: Curvas de histéresis obtenidas a partir de las medidas de SQUID de las MNPs con
diferentes grados de dopaje de Co de 0, 0,03, 0,08, 0,11 y 0,30, donde M se encuentra
normalizada entre 1y -1, a 10 (A) y 295 K (B), y una ampliacion de la medida a 295 K entre -
0,02 y 0,02 T (C) para facilitar la visualizacion de la histéresis. La tabla muestra los datos de
Hc. y M. correspondientes a las diferentes sustituciones de Co en medidas realizadas a 295 K.

Finalmente, la M, fue tambien mas alta a 10 K en comparacion con su valor a 295 K para
todas las concentraciones de Co. Esto implicd que las NPs retienen mas su magnetizacién
después de la retirada del campo magnético a temperaturas mas bajas, lo que puede ser otro

indicador de la influencia de los movimientos térmicos en las propiedades magnéticas de las
NPs.
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4.2.3. Estabilizacion de las MNPs en medios acuosos con CTAB.

Previamente a la sintesis de NCs basados en MNPs recubiertas por ZIF-8, fue necesario
estabilizar con CTAB las MNPs en agua.

La superficie de las MNPs esta recubierta por acido oleico (AQO), adsorbido por
quimisorcion. Varios estudios han probado que la quimisorcion se lleva a cabo por la formacion
de un enlace entre el 4cido carboxilico de AO y el Fe de las MNPs.'®” . Con el objetivo de
transferir las MNPs a un medio acuoso, se probaron adaptaciones de diferentes protocolos
previamente descritos. Estos métodos se basan en el recubrimiento con una bicapa AO-CTAB.
En total, se probaron tres protocolos diferentes, cuyo éxito se evalué mediante la medicion del
tamafo hidrodinamico con DLS. En definitiva, lo que se buscé fue un procedimiento sencillo
con el que conseguir que las MNPs fuesen transferidas de la manera menos agregada posible a
la fase acuosa. Para estos experimentos se emplearon MNPs de 20,7 £ 1,9 nm de diametro
promedio (Figura 50).
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Figura 50: Imagen de TEM de las MNPs utilizadas para las pruebas de transferencia de fase

y su correspondiente distribucion de tamafos (tamano medio de 20,7 + 1,9 nm

En el protocolo 18 se trabajo con MNPs dispersadas en 600 pl de hexano o tolueno a una
concentracion de 0,3 UM, a las cuales se agregd diferentes volimenes (recogidos en la Tabla
13) de una solucién acuosa de CTAB de 0,02 mol.I"! para alcanzar una relacion de moléculas
de CTAB.nm™ deseada. Posteriormente, se afiadié agua Milli-Q a la solucién hasta completar
6 ml, y se sonico durante 10 min. A continuacion, se llevaron a cabo cuatro ciclos de lavado de
las MNPs, precipitandolas a 8000 rcf. Finalmente, estas se redispersaron en 1 ml de agua Milli-
Q vy se centrifugaron a 3000 rcf durante 3 min para eliminar agregados. Se probaron diferentes
relaciones de moléculas CTAB.nm (Tabla 13) observandose que, al utilizar la misma relacion
reportada en procedimientos previos (1,1 x 10> moléculas de CTAB.nm?), las MNPs no
precipitaban al ser lavadas. Sin embargo, al disminuir la relacion de surfactante, se logré
transferir las MNPs a agua, pero se observo que los tamafios hidrodinamicos resultantes eran
demasiado elevados, lo que sugirié la formacion de agregados (Tabla 13).
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Tabla 13: Tamafio hidrodindmico promediado en numero de las MNPs transferidas a agua
mediante recubrimiento con CTAB siguiendo diferentes condiciones del protocolo 1.

Condicion V CTAB/ ml Diametro NP / nm Moléculas CTAB.nm2 Tamaiio
hidrodinamico

/ nm

Referencial68 11 1,1x 102 20,7 +2,5
1 0,5 20,2+ 2,3 1,1x 102 No precipitan

2 0,15 20,2+ 2,3 4,3 x 10! 78,6 +4,1

3 0,13 20,2+ 2,3 1,3x10? 67,3+5,7

En el segundo protocolo'® se evaluaron diferentes relaciones de CTAB.nm y distintos
procedimientos de lavado. El protocolo consistio en mezclar 9 ml de una disolucion acuosa de
CTAB 0,1 mol.I"t con 2 ml de isopropanol y adicionar 700 pul de a la concentracion requerida
de MNPs para obtener la relacion CTAB.nm 2 deseada. La solucion resultante se sonic durante
3 h, agitando cada 15 min para evitar que las fases se separasen y, finalmente, se mantuvo la
muestra en un bafio a 35 °C durante 8 h para evaporar la fase organica. En este caso se utilizaron
relaciones de moléculas CTAB.nm™ mas altas, consiguiendo obtener radios hidrodindmicos
menores respecto a los obtenidos en el protocolo 1. Por otro lado, se probaron diferentes lavados
en agua sin y con CTAB 0,16 g.I"%, precipitando las particulas a 15000 (Tabla 14) o 20000 rcf
(Tabla 15). Finalmente, también se evaluo la precipitacion de agregados de particulas, y para
ello, luego de lavar las MNPs, estas se precipitaron a 3000 rcf durante 3 min, quedando las NPs
no agregadas suspendidas en el sobrenadante y descartando el precipitado rico en agregados de
MNPs. En general, se obtuvieron los mejores resultados en términos de DLS trabajando en un
rango de 1,1 x 10* — 2,3 x 10* moléculas de CTAB.nm, lavando las NP con CTAB 0,16 g.I"y
precipitando los potenciales agregados. A valores altos de moléculas CTAB.nm, los tamafios
hidrodinamicos fueron mas elevados, lo que indicé que un exceso de CTAB no es adecuado
para la transferencia a fase acuosa.

Tabla 14: Tamafo hidrodindmico en nimero medio de las MNPs transferidas a agua medido
con DLS siguiendo diferentes condiciones del protocolo 2, precipitados a 15000 rcf.
Tamafio hidrodindmico / nm

Moléculas CTAB.nm2 Lavado con H,O0 sin precipitar agregados Lavado con H,0 Lavado con CTAB 0,16 g.I"*
1,1 x10* 58,0 +2,0 50,7 +1,3 44,4 +20,7
2,3 x10% 63,3+ 8,8 62,0+4,4 58,0+5,8
4,5 x10* 84,1+5,4 62,9+3,3 81,6+8,4
9,0 x10* 71,3+8,5
1,8 x105 82,6 £ 18,5
3,6x10° 138,8+48,2

Tabla 15: Tamano hidrodindmico promediado en numero de las MNPs transferidas a agua
medido obtenido mediante DLS siguiendo diferentes condiciones del protocolo 2, precipitados
a 20000 rcf.

Tamafio hidrodindmico / nm

Moléculas CTAB.nm Lavado con H0 sin precipitar agregados Lavado con H,0
1,1x104 63,7%9,2 56,0 +3
2,3 x10* 56,8 £3,9
4,5 x10* 71,4 +9,2
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Por Gltimo, el tercer protocolo!™ consistié en mezclar 9 mg de MNPs dispersas en
cloroformo, con 5 ml de una disolucién acuosa de CTAB 0,2 M y agitar vigorosamente durante
40 min. A continuacion, se calentd la disolucién a 65 °C durante 30 min para evaporar la fase
organica. En este caso se prob6 con MNPs de diferentes tamafos, entre 20 y 12 nm, lo que
implicé diferentes relaciones de moléculas CTAB.nm2. También se evalu6 la potencial
influencia del disolvente en el que se encontraban dispersadas las MNPs, empleando
cloroformo y hexano. De los 3 protocolos testados, este Ultimo fue el mas sencillo y con el que
se obtuvieron los tamarfios hidrodindmicos promediados en numero mas bajos (Tabla 16). Con
los experimentos llevados a cabo, no se pudo afirmar que hubiese diferencia entre la utilizacion
de cloroformo o hexano como dispersante. Ademas, los tamafios hidrodinamicos mas bajos se
obtuvieron con las MNPs de mayor tamafio, lo que pudo deberse a una relacion CTAB maés
adecuada y/o a una menor tendencia a la agregacion en el caso de las MNPs de mayor tamafio.

Tabla 16: Tamafio hidrodindmico promediado en numero obtenido por DLS siguiendo
diferentes condiciones del protocolo 3.

Diametro NP / nm Disolvente Moléculas CTAB.nm2 Tamafio hidrodindmico / nm

20,7+1,9 CHClz 1,2x 103 33,5+1,7
17,8+2,2 1,0x103 40,4 £2,2
18,3+2,0 Hexano 1,0 x 103 42,0+11,5
16,7+2,0 8,7 x 102 56,5+11,9
11,9+0,9 7,0 x 102 49,1+4,5

Los resultados del DLS indicaron que las MNPs con un tamafio de 20,7 = 1,9 nm, tras ser
transferidas a un medio acuoso, presentaron un tamafio hidrodindmico coherente con el tamafio
medido mediante imagenes de TEM.

|
an T

T T
1 100 10000

dh(N) / nm

Figura 51: Tamafo hidrodindmico promediado en numero (A) obtenido por DLS, e imagen
de STEM (barra de escala 50 nm) de las MNPs-CTAB transferidas a agua (B).
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4.3. SINTESIS, CARACTERIZACION Y APLICACIONES DE NCs MNPs@ZIF-8

Los estudios previos para sintetizar NCs de MNPs@ZIF-8 han seguido principalmente dos
estrategias diferentes: la impregnacion y la estrategia nicleo-carcasa.

La impregnacion consiste en crecer las MNPs en los poros del MOF, obteniendo NPs o
clusters de pequefio tamafio depositados en el interior de los poros del ZIF-8.1"

La estrategia nucleo-carcasa consiste en crecer el ZIF-8 sobre la superficie de MNPs
producidas mediante sintesis solvotermal, funcionalizadas con polidopamina o poliestireno de
sulfonato de sodio (PSS)*"?1”3. Otro procedimiento descrito consiste en recubrir con silice
mesoporosa las MNPs y crecer el ZIF-8 sobre la silice.l’ También se utilizan MNPs
sintetizadas por termdlisis estabilizadas con PVP, sobre las que crece el ZIF-8 mediante
diferentes estrategias, solvotermal (DMF, MeOH), asistido por microondas, sonoquimico,
mecanoquimico, gel seco y método microfluidico.t™

Estos métodos implican que los NCs descritos estdn formados generalmente por MNPs
grandes (>50 nm) con una carcasa de ZIF-8 fina, que se utilizan para catalisis!’>'3, eliminar
contaminantes del agual’ o para separaciones!’®, o bien, son propuestos como sistemas para la
liberacion controlada de farmacos al exponer los NCs a campos magnéticos alternos.'’* En el
caso de estos Ultimos, las MNPs son todavia pequefias para generar el suficiente calor, tal que
los NCs deben ser expuestos a campos magnéticos alternos muy intensos.

En este trabajo, se llevd a cabo la sintesis de NCs de MNP@ZIF-8 mediante una estrategia
de ndcleo-carcasa. La estructura de estos hanocompuestos estaba compuesta por un nucleo de
MNP con un didmetro aproximado de 20 nm encapsulado con una capa de ZIF-8.

Una vez transferidas las MNPs a agua mediante la ayuda de la concentracién de CTAB
adecuada como se comentd en el apartado anterior, se determind su concentracion utilizando la
metodologia descrita en el apartado 4.2.1. Para crecer el ZIF-8 sobre las MNPs (MNP@ZIF-
8), sobre una mezcla de los precursores (MIl'y Zn(NOs)2) se afiadieron las MNPs dispersas en
una disolucion de CTAB 0,2 g.I"%. La disolucion mezcla se agité durante 5 min y se dejo en
reposo durante 3 h, tiempo suficiente para completar el crecimiento de los cristales de ZIF-8
sobre las MNPs. Con el objetivo de determinar como influye la concentracién de MNPs a la
sintesis, se llevaron a cabo pruebas utilizando dos concentraciones diferentes de MNPs, 24 y
12 nM. Para purificar los NCs, estos se centrifugaron a 8000 rcf y se redispersaron en MeOH
(Figura 52). Los tamafios hidrodinamicos obtenidos mediante DLS mostraron que a medida que
aumentd la concentracion de MNPs, disminuyd el tamafio hidrodinamico promediado en
namero de los NCs. Esto sugirié que la técnica utilizada fue eficaz para producir NCs con una
alta eficiencia de encapsulamiento de MNPs y un cierto grado de control sobre su tamafio.
(Figura 52).
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Figura 52: Esquema representativo de la sintesis de MNP@ZIF-8 y tamafio hidrodindmico
promediado en niumero de los MNP@ZIF8.
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Figura 53: Imdgenes SEM con detectores SE2 (izquierda) y AsB a 20 kV (izquierda)
representativas y la correspondiente distribuciéon de tamafo (T) de MNP@ZIF-8 preparados a
partir de MNPs a concentraciones de 24 nM (A, By E)y 12 nM (C, Dy F).

A continuacion, se realiz6 la caracterizacion morfologica de los MNP@ZIF-8. Las
microfotografias de SEM (Figura 53) confirmaron que a medida que se aumentd la
concentracion de MNPs en la sintesis, disminuyd el tamafio de los NCs de ZIF-8. En las
imagenes obtenidas con el detector AsB a 20 KV, se observé claramente como las MNPs
estaban encapsuladas en el interior de los cristales de ZIF-8. Ademas, se aprecio que a mayor
concentracion de MNPs utilizada en la sintesis, i) mayor fue el nimero de NPs por cristal de
ZIF-8; ii) y menor fue el tamafio de los cristales de ZIF-8, que presentaron una morfologia
poliédrica. Esta relacion entre el tamafio del ZIF-8 y la concentracion de las MNPs fue
exponencial (Figura 54, ). Por otro lado, se comprobd que mediante el ajuste fino de la
concentracion de las MNPs fue posible obtener NCs con una NP por cristal de ZIF-8. En el caso
de las MNPs utilizadas en este trabajo, se observd que al afiadir 2 nM de MNPs durante la
sintesis, el nimero de ZIF-8 con més de una NP por MOFs es muy reducido.
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Figura 54: MNP@ZIF-8 sintetizados en presencia de diferentes concentraciones de MNPs, 2,

4, 6 y 8 nM (A, C, Ey G respectivamente), con sus correspondientes distribuciones de tamafio
(B, D, Fy H). Relacion entre la concentracion de MNPs y tamarno final de los MNP@ZIF-8 ().

4.3.1. Encapsulacion de colorantes en nanocompuestos MNP@ZIF-8

Una vez optimizada la sintesis de los nanocompuestos MNP@ZIF-8, el siguiente paso en
este trabajo fue la encapsulacion de una molécula fluorescente en su estructura. En este caso,
se eligié utilizar CV como molécula fluorescente debido a su amplia disponibilidad, su facilidad
de uso, y que es un marcador lisosomal fluorescente extremadamente fotoestable que no sufre
decoloracion por luz o fotoconversion, y es minimamente fototdxico.!’” La molécula de CV es
un compuesto organico que presenta una alta eficiencia de fluorescencia y una amplia banda de
absorcion. En particular, esta molécula absorbe luz de longitud de onda de 584 nm y emite
fluorescencia a 620 nm (Figura 55). Estas propiedades hacen que el CV sea una molécula ideal
para estudiar la aplicacién de los NCs en la liberacién controlada de farmacos. Una vez
encapsulado, el CV puede actuar como un indicador de la liberacion de la carga cuando los NCs
estan expuestos a un AMF. Utilizando técnicas de microscopia confocal y fluorescencia, es
posible medir la eficiencia de la liberacion de la carga mediante la medida de la fluorescencia
emitida por el CV.

La encapsulacion del CV en el ZIF-8 se llevé a cabo mediante la adicion de un exceso de
la sonda fluorescente en la mezcla de reaccion durante la sintesis del compuesto, tal como se
describe en el apartado de métodos (2.2.18) en presencia de CTAB 2 M.

Una vez encapsulado el CV, las particulas fueron purificadas y se estimé la cantidad
encapsulada de forma indirecta, determinando el CV no encapsulado que se recogio durante la
purificacion de la muestra al centrifugarla. Para ello, se elaboraron dos curvas de calibrado de
intensidad de fluorescencia frente a la concentracion de CV, una en agua y otra en MeOH
(Figura 12) midiéndose la fluorescencia en los 2 sobrenadantes recogidos de los lavados. En
total, se afiadieron 100 pl de una disolucién de CV de concentracion 1 g.I. Tras el primer y
segundo lavado se recogieron 3 y 1 ml, respectivamente, de sobrenadante. Los resultados
obtenidos mostraron que el CV determinado por fluorescencia en el primer y segundo lavado
fue de 7,93x102 (3 ml recogidos) y 2,33x102 g/l (1 ml recogido), respectivamente, lo que se
correspondio con un 24,0y 23,3 % del CV adicionado durante la sintesis. Esto hizo un total del
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47.3 % del CV en el sobrenadante y, por diferencia, un 52.7 % del CV encapsulado en los
MNP@ZIF-8 (Tabla 17).
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Figura 55: Espectros normalizados de absorciéon UV-Vis (negro) y de fluorescencia (rojo)
del CV

Tabla 17: Concentracién de CV encapsulado en MNP@ZIF-8

Lavado  Sobrenadante / ml [CV]tedrica / glt [CVIfluorimetro / gl* CV lavado / %
1 3 3,3x 102 7,93 x 103 24,0

2 1 1,0x 101 2,33x 1072 23,3

Total 47,3

La encapsulacién del CV en los MNP@ZIF-8 no afectd ni a la morfologia, ni al tamafio,
ni al radio hidrodinamico de los NCs. Los MNP@ZIF-8 cargados con CV (MNP@ZIF-8(CV))
no presentaron diferencias morfoldgicas ni de tamafio con respecto a los MNP@ZIF-8 vacios.
Los MNP@ZIF-8(CV) presentaron un tamafio promedio de 138 + 14 nm obtenido por
microscopia electronica, forma cubica y diametro hidrodindmico promediado en nimero de 229
+ 2 nm. En cuanto al espectro UV-Vis, se aprecié un ligero aumento de la absorbancia en los
MNP@ZIF-8(CV) en comparacion con los MNP@ZIF-8 vacios (Figura 56).
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Figura 56: Imdgenes SEM representativas de MNP@ZIF-8(CV) recopiladas con detector InLens
a 3 kV (A) y detector AsB a 20 kV (B). Distribucién en nimero del didmetro hidrodindmico de
las muestras de MNP@ZIF-8(CV) medidos por DLS (C). Espectro UV-Vis de los MNP@ZIF-8,
MNP®@ZIF-8(CV) y CV (D). Distribucién de tamano de los MNP@ZIF-8 determinados a partir de la
medida del didmetro de, al menos 50 NPs en el software ImageJ (medido de vértice a
vértice)(E).

4.3.2. Funcionalizacion y estabilidad coloidal de los MNP@ZIF8

Como se menciond en apartados anteriores, el ZIF-8 es estable en MeOH pero se degrada
rapidamente en medios acuosos (Figura 57, A). Para prevenir la degradacion y evitar la perdida
de CV al redispersar los MNP@ZIF-8(CV) en medio acuoso, estos se recubren con PMA.

Asi, se llevo a cabo el recubrimiento con PMA de MNP@ZIF-8 cony sin CV. Para realizar
el recubrimiento, fue necesario determinar la concentracion de los MNP@ZIF-8 utilizando
DLS. En una dilucion, la concentracion inicial (Ci) multiplicada por el volumen inicial (Vi) es
igual a la multiplicacion de la concentracion final (Cr) por el volumen final (Vs):

CiXVi= CfXVf (33)

Dividiendo ambos términos por Vi:

C; = C x% (39
donde Vi/V; es el factor de dilucion (F).
C;=CrxF (35)
Dividiendo ambos términos por F:
C;xF1l= ¢ (36)

Por lo tanto, representando F* frente a Cs, se obtiene una recta de pendiente Ci. Para ello,
se prepararon una serie de diluciones, se midieron, y se represento la concentracion frente a la
inversa del factor de dilucion para cada una de las diluciones realizadas, ajustandose los datos
experimentales mediante regresion lineal. La pendiente de la recta resultante fue la
concentracion de MNP@ZIF-8(CV), siendo en este caso 1,8 nM (Figura 57, B).

Una vez determinada la concentracion, se llevd a cabo el recubrimiento con PMA
modificado con un 5% de fluoresceina (PMA-6-AF) utilizando una relacion de 600 mondémeros
de PMA por cada nm? de ZIF-8, tal como se describe en el apartado de métodos (2.2.23.d). Esto
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permitié evitar la degradacion del ZIF-8 al redispersar los NCs en medio acuoso y proteger el
CV encapsulado en las mismas.
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Figura 57: Imdgenes SEM representativas de MNP@ZIF-8(CV) redispersadas en agua (A).
Correlacion entre la concentracion de MNP@ZIF-8(CV) determinada por DLS y el factor de

dilucion. Los puntos se ajustaron con un andlisis de regresion lineal (y = 1,82 x -2,066 x 104,
r?=0,995) (B).

Tras la funcionalizacion con PMA, purificacion y redispersion de los MNP@ZIF-8(CV)-
PMA-6-AF en agua, se observd que estos NCs se mantenian estables durante varios dias,
manteniendo su forma y tamafio originales (Figura 58). El diametro hidrodindmico medido tras
el recubrimiento polimérico fue de 225 £+ 10 nm promediado en nimero y el potencial- fue de
-16,4 + 1,7 mV. Esto indicd que el recubrimiento con PMA permitié estabilizar los NCs en
medio acuoso y prevenir la degradacion del ZIF-8.
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Figura 58: Imdgenes SEM representativas de MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF recopiladas con un
detector InLens a 20 kV (A) y 3 kV (C), y detector AsB a 20 kV (B) e imagen STEM (D).

A continuacion, se evalu6é la estabilidad coloidal de los MNP@ZIF-8(CV) y los
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF mediante DLS en diferentes medios acuosos: agua, tampon de
solucion salina de fosfato (PBS), medio celular DMEM suplementado con FBS al 10 % (v/v),
y PSF. Los resultados indicaron que los MNP@ZIF-8(CV) sin PMA son inestables en agua,
agregandose en las primeras 24 h de dispersion y no siendo detectados después de 74 h. Por
otro lado, los MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF fueron coloidalmente estables en agua, PBS,
DMEM y PSF hasta 74 horas (Tabla 18).

Por otro lado, se empled el analisis termogravimétrico para evaluar la estabilidad térmica
de los MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF. Los resultados mostraron que las muestras son estables
hasta una temperatura de 400 °C, donde se observo una pérdida pronunciada de masa (50 - 60
%) debido a la combustién del MI. Ademas, se observo una pequefia pérdida de masa (< 10 %)
inicial alrededor de 200-250 °C, que se atribuy0 a descarboxilaciones del PMA y una pérdida
de masa mayor (= 20 %) alrededor de 300-400 °C debido a la descomposicion de las cadenas
alquilicas de la DDA presente en el PMA (Figura 60, A).
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Tabla 18: Didmetros hidrodindmicos promediados en nimero (valor medio numérico + SD)
obtenidos a partir de medidas de DLS de los MNP@ZIF-8(CV) con y sin PMA en diferentes medios
(agua, tampén de solucidn salina de fosfato, medio celular DMEM suplementado con FBS al 10
% (v/v), PSF) y NC en agua.

T/h Sin PMA H,0 / nm H>0 / nm PBS/nm DMEM /nm PSF / nm
0 195+4 218+3 203t4 219+ 4 220+ 2

2 206+ 8 2212 1865 216t6 234 £ 20

6 1854 230+3 207 £5 239+ 10 214 +2

24 674 +474 224 +0 224+ 6 23514 222 +10
74 0 224+ 0 220+9 236t4 228+7,2

Para evaluar la porosidad del MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF se realiz6 un analisis del area
de superficie y la porosidad de Brunauer-Emmett-Teller (BET) del MNP@ZIF-8 y del
MNP@ZIF-8-PMA-6-AF, tanto cargados como no cargados con CV, mediante medidas de
adsorcion de N2 a 77 K. Los resultados obtenidos indicaron que las isotermas obtenidas fueron
de tipo I, lo que confirmé que los MNP@ZIF-8 son materiales microporosos. Las areas de
superficie (Sger) de MNP@ZIF-8, MNP@ZIF-8(CV), MNP@ZIF-8-PMA-6-AF vy
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF fueron de 1466 + 22, 1268 + 18, 962 + 17 y 683 + 9 m2.g’",
respectivamente. Asi, se observd una gran reduccion del area de superficie BET (Sget) al
comparar el MNP@ZIF-8 con el MNP@ZIF-8(CV), lo cual indico que el fluoréforo se adsorbid
dentro del poro del ZIF-8 (Figura 60, B).

Las mediciones de dispersion de rayos X a angulo alto (WAXS) se realizaron en modo
capilar, el difractograma se normalizd y se compard con un patron de ZIF8 ("FAWCEN"). Los
MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF exhibieron los picos caracteristicos del ZIF-8. El patron de
difraccion presento los picos estrechos tipicos de un sistema de alta cristalinidad (Figura 60,
C), lo que sugierié que la funcionalizacién con PMA no afect6 a la estructura cristalina de los
MNP@ZIF-8.

Adicionalmente, se llevo a cabo la caracterizacion IR de una muestra de MNP@ZIF-8 seca,
pero no fue posible identificar ninguna sefal del espectro de CV adsorbida en las cavidades
porosas de los ZIF-8 cargados con el principio bioactivo (Figura 60, D). Por otra parte, los picos
del espectro MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF detectados entre 2800 y 3000 cm™ se debieron a
las vibraciones del grupo hidroxilo, metileno y grupos metilo del AF.

El siguiente paso, fue determinar la concentracién de NC-PMA-6-AF mediante un analisis
de seguimiento de NPs, que se realizd de manera analoga a la determinacion por difraccion
laser (DLS). Es decir, se represento la concentracidn de diferentes diluciones frente a la inversa
del factor de dilucion (Figura 61).

Por ultimo, se procedié a examinar la toxicidad de las MNPs, MNP@ZIF-8 y MNP@ZIF-
8(CV) recubiertas con PMA en células HeLa, empleando el ensayo de resazurina. Las MNPs
no mostraron ninguna sefal de toxicidad en las células HelLa en el rango de concentraciones
analizado. Este resultado sugiere que las MNP por si solas no presentan efectos adversos para
la viabilidad celular. Los MNP@ZIF-8 y MNP@ZIF-8(CV) mostraron toxicidad en células
HeLa, siendo la concentracion umbral para la manifestacion de toxicidad alrededor de 9 pM.
(Figura 59).
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Figura 59: Viabilidad celular usando el ensayo de resazurina de células HelLa expuestas a
concentraciones crecientes de MNP, MNP@ZIF-8 y MNP@ZIF-8(CV) recubiertos con PMA.

Una vez sintetizados y caracterizados, los NCs se evaluaron como sistemas potenciales
para la liberacion controlada de farmacos. La premisa fue que, al someterlos a un AMF, se
podria desencadenar la liberacion del CV, previamente cargado en los poros del ZIF-8. Estos
experimentos fueron llevados a cabo por Ahmed Abdelhamid en el Instituto Nacional de
Ciencias Aplicadas de Toulouse (INSA). Los anexos incluyen una seccion que detalla los
resultados obtenidos por Abdelhamid. Sin embargo, estos resultados no son parte de esta tesis,
sino que se incluyen para ilustrar una posible aplicacion de estos NCs.
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Figura 60: Andlisis TGA (A) e Isotermas BET (B) de los MNP@ZIF-8. Andlisis WAXS MNP@ZIF-
8(CV)-PMA-6-AF medido a una distancia de muestra a detector de 200 mm en comparacién con
un patrén de referencia de ZIF8 ("FAWCEN") (C). Caracterizaciéon FTIR de los MNP@ZIF-8 y CV
(D). Cada muestra se corresponde con los siguientes colores: CV (azul), ZIF-8 (negro), MNP@ZIF-
8 (violeta), MNP®@ZIF-8(CV) (verde), MNP@ZIF-8-PMA-6-AF (amarillo) y MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-
AF (rojo).
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Figura 61: Distribuciones NTA del didmetro hidrodindmico de los MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF

(A) v MNP@ZIF-8-PMA-6-AF (C). Correlacién entre la concentracion de MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-
AF (B) v MNP@ZIF-8-PMA-6-AF determinada por NTA y el factor de dilucién. Los puntos se
=0,993) (B) y (v =

ajustaron con un andlisis de regresion lineal (y = 3,63 x + 7,6 x 103, r?2
3,03 x+1,8x 104, r2

= 0,993) (D).
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NPs de paladio, derivados PANP@zif-8 y su funcionalizacion

5. NPS DE PALADIO, DERIVADOS PDNP@ZIF-8 Y SU
FUNCIONALIZACION

5.1. INTRODUCCION

Las NPs de paladio (PdNP) presentan una alta relacion superficie-volumen en comparacion
con los materiales cataliticos macroscopicos y novedosas propiedades cataliticas, electronicas,
fisicas, mecénicas y Opticas, asi como una diversidad en forma y tamafio que las hacen
especialmente Gtiles en aplicaciones bioldgicas.'’® Por ejemplo, su tamafio nanométrico les
permite interactuar con las estructuras moleculares y celulares de los organismos vivos, lo que
las hace Utiles en la entrega de farmacos y el diagnéstico médico. Ademas, su alta estabilidad
quimica y biocompatibilidad hacen que las NPs de paladio sean seguras para Ssu uso en
aplicaciones médicas.'’

La guimica bioortogonal es un campo de investigacion que se enfoca en el desarrollo y
aplicacion de reacciones quimicas capaces de ocurrir en sistemas bioldgicos sin interferir ni
interactuar con las moléculas o procesos bioldgicos naturales presentes.>® Una de las estrategias
propuestas consiste en utilizar nanocatalizadores heterogéneos biocompatibles, basados en
PdNP, para promover la conversion local de moléculas terapéuticamente inactivas
(profarmacos) en moléculas citotoxicas.® En estas aplicaciones, la estabilizacion de las PANP
resulta esencial para garantizar su eficacia y seguridad en términos terapéuticos.

Las NPs estabilizadas con CTAB, un surfactante catidnico, presentan citotoxicidad.8!
Antes de desarrollar bioaplicaciones con estas NPs es esencial investigar la posibilidad de
reemplazar el CTAB por moléculas no citotoxicas que puedan estabilizar las NPs en medios
acuosos. Asi, en este trabajo se estudio la estabilizacidn de las NPs de Pd con PEG y MC, asi
como el impacto de estos recubrimientos en las propiedades cataliticas de las NPs.

Asi, se utilizaron tres tipos de PEG, el metoxi-PEG-tiol (MeO-PEG-SH) de 2 kDa, el
carboxi-PEG-amina (COOH-PEG-NH) de 5 kDa y el tiol- PEG-carboxi (COOH-PEG-HS) de
5 kDa (Figura 62). En el caso de la MC, se utilizé la de estbmago porcino, ya que es altamente
estable frente a variaciones de pH y temperatura.'8?

A B C
HZN\%/\ WOH SH\%/\ MOH SH\%/\ i/vorvle
o] o (o]
" o] n o n

Figura 62: Representacién de las diferentes moléculas de PEG utilizadas. COOH-PEG-NH;
de 5 kDa (A), COOH-PEG-HS de 5 kDa (B) y MeO-PEG-SH de 2 kDa (C).

Las MCs son un grupo de proteinas altamente glicosiladas que se encuentran en una amplia
variedad de tejidos y fluidos corporales en humanos y otros animales.®® Las MCs presentes en
el estbmago porcino contienen una alta cantidad de residuos de aminoacidos ricos en serina,
treonina y prolina, los cuales son los principales sitios de glicosilacion.’®* Esta glicosilacion
confiere a las MCs una gran resistencia a diferentes condiciones de pH y temperatura. La
interaccion entre las NPs y las MCs se produce principalmente a través de interacciones
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hidrofébicas, la adsorcidn de diferentes aminoacidos a la superficie de las NPs, y enlaces S-Pd
con el aminoécido cisteina.'8®

De forma alternativa, se examind también el control del encapsulamiento de PANC en
corazas de ZIF-8 de distintos grosores como una estrategia para lograr la estabilizacion de los
PANC en entornos fisiologicos. El ZIF-8, ademas de proporcionar proteccion a las NPs, permite,
debido a sus propiedades porosas, el flujo controlado por difusion de los reactivos hacia el
nticleo catalizador del nanocompuesto.*?

5.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PDNCs Y PDNDs

Se llevo a cabo en esta parte del trabajo la sintesis de PANCs cdncavos y PANDs. Estas NPs
de Pd presentan altos rendimientos como catalizadores de diversas reacciones debido a su
tamario y forma.'%

Los PANCs se sintetizaron a partir de una sal de paladio (K2PdCls) reducida con AA en
presencia de un agente estabilizador (CTAB), tal como se describe previamente (2.2.13). Los
PdNCs sintetizados presentaron morfologia cubica con un tamafio promedio de 23,8 £ 3,3 nm
de lado, tamafio hidrodinamico promediado en nimero de 25,9 + 0,2 nm y PDI de 0,253 (Figura
63, A-D). Mediante imagenes de TEM y HRTEM se aprecio que los PANCs no tienen una
morfologia de cubo perfecto, sino que poseen una forma ligeramente concava. Ademas, en la
imagen de HRTEM se distinguieron los planos cristalinos ordenados de forma paralela (Figura
63, E 'y F), la mayoria de las PANPs presentan superficies bien definidas formadas por caras de
indices bajos, tales como (100), (110) y (111).1% En este caso, se observo que los planos
mayormente expuestos eran los (111). La identificacion de este plano cristalino especifico se
llevé a cabo mediante una medicion de la distancia interplanar en las nanoparticulas y se
comparé con el valor correspondiente en la carta cristalografica del Pd en el sistema ctbico (98-
004-1517). El resultado obtenido fue una distancia interplanar de 2,30 A, que concord con el
valor tabulado de 2,25 A, presentando una discrepancia del 2%.
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Figura 63: Caracterizacion de PdNPs: Imagen SEM representativa recogida con detector
InLens a 3 kV (A). Distribucién de tamafo determinada a partir de la medida del lado de al
menos 300 NC con el software ImageJ (medida de vértice a vértice). Imagen TEM de PdNCs (C).
Distribuciones promediadas en numero del didmetro hidrodindmico de las muestras obtenidas
por DLS (D). Imagen TEM de alta resoluciéon (HRTEM) de un PdNC. Detalle de la imagen HRTEM
con la medida de un plano cristalogrdfico expuesto (F).

Por otra parte, se llevd a cabo la sintesis de PANDs con morfologia amorfa, que se
correlaciona con una mayor superficie especifica y un incremento en el nimero de atomos con
bajo indice de coordinacion en comparacion con los PANCs, lo que se traduce en mejores
propiedades cataliticas. Asi, se sintetizaron dos tipos de PdNDs, denominadas PdAND1 y
PAND?2, siguiendo protocolos previamente establecidos (2.2.14). Las PAND1 se obtuvieron
mediante la reduccion de Pd(acac), en DMF, mientras que las PAND2 se generaron a partir de
la reduccion de KoPdCls en una mezcla de DEG y OLAM, utilizando PEI como agente
estabilizador en ambos casos.

Las PDND1 presentaron un tamafio promedio de 41,4 = 4,8 nm y un tamafio
hidrodindmico medio promediado en numero de 54,5 + 3,6 nm., mientras que las PAND2

171



Aitor Alvarez Lorenzo

presentaron un tamafio promedio de 81,2 + 12,2 nm y un tamafio hidrodinamico también
promediado en numero de 105.7 £ 5.7 nm.
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Figura 64: Caracterizacion de PAND: Imdgenes SEM representativas de PdND1s (A) y PAND2s
(E). Imdgenes TEM representativas de PdND1s (B) y PdAND2 (F). Distribucion de tamafo
determinada a partir de la medida en imdgenes de TEM del diadmetro de al menos 100 PdNDs
con el software ImageJ de los PAND1s (C) y PdND2s (G). Distribuciones promediadas en numero
del diametro hidrodindmico obtenidas por DLS de los PdAND1 (D) y PdND2 (H).

5.2.1. Reacciones catalizadas por PANP

La funcionalizacion de los PANCs con PEG se realizo conforme a lo descrito en la seccion
de métodos (2.2.23.e). ElI empleo de NaOH en la funcionalizacién con PEG de los PANCs
cumple dos propésitos: En primer lugar, favorece la desprotonacion de los grupos tiol y amino
del PEG; en segundo lugar, neutraliza los amonios cuaternarios del surfactante, facilitando el
intercambio del surfactante por PEG. El MeO-PEG-SH se une a la superficie del Pd a través
del grupo tiol, estabilizando las NPs por impedimento estérico. En el caso del COOH-PEG-HS,
la union también ocurre mediante el tiol, pero la estabilizacion se logra a traves de la repulsion
electrostatica ademas del impedimento estérico, similar al caso del COOH-PEG-NHz2, donde la
union se efectla a través del grupo amino.
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Los PANC se funcionalizaron con una densidad de 100 moléculas de PEG.nm?2. Esta
densidad, que se eligio cuidadosamente, fue suficiente para mantener la estabilidad de los PANC
en agua. Densidades més bajas podrian resultar en la agregacion de las nanoparticulas debido a
la falta de estabilidad, mientras que densidades mas altas aumentarian en exceso el tamafio
hidrodindmico de las nanoparticulas. Las mediciones de tamafio hidrodinamico realizadas
mediante DLS revelaron que, en base a la evolucion del tamafio hidrodindmico después de 24
horas, los PANCs funcionalizados con COOH-PEG-HS presentaron una mayor estabilidad,
manteniéndose estables durante al menos 24 horas (Tabla 19). En el caso de los PANCs
funcionalizados con NH2-PEG-COOH, a las 24 horas desde la funcionalizacion, se observé un
gran aumento en el tamafio hidrodindmico, posiblemente debido a que el enlace entre el grupo
amino y el Pd (N-Pd) es més débil que el formado por el grupo tiol y el Pd (S-Pd). En el caso
del PEG con el grupo metoxi, el tamafio hidrodinamico elevado, siendo esta la molécula de
PEG mas pequefia de las tres ensayadas, es indicativo de la formacién de agregados de NP.

El siguiente paso fue la funcionalizacion de las NPs con MC de estomago porcino (MC).
La interaccion entre las MCs y la superficie del Pd es mas compleja que en el caso de las
moléculas de PEG. Con la MC existen diversos tipos de interacciones potenciales (hidrofébicas,
enlaces S-Pd con el aminoécido cisteina, entre otras). El protocolo seguido para la
funcionalizacion fue similar al del PEG; sin embargo, debido al gran tamafio de la MC, en este
caso, se emplearon solamente 100 moléculas.NP, tal como se describe en la seccion de
métodos (2.2.23.9).

Tabla 19: Tamano hidrodindmico promediado en niumero obtenido con DLS de los PdNC
funcionalizados a una densidad de 100 monémeros/nm2 con diferentes PEG.

HS-PEG-COOH NH2-PEG-COOH  HS-PEG-OMe
t (h) 0 24 0 24 0
duyy (M) 70,1+0,7 76,4+2,7  74,8+10,5 154 + 10 182 +13

Tras el recubrimiento de las NPs se aprecid un significativo aumento del tamafio
hidrodindmico pasando de 25,9 + 0,2 nm en el caso de las NPs estabilizadas con CTAB a 70,1
+0,7nmy 113 £ 5 nm en el caso de las NPs funcionalizadas con PEG y MC, respectivamente
(Tabla 20). En cuanto al potencial { este cambié de positivo para el caso de los PANCs
estabilizados en CTAB a negativo para el PEG y la MC (Figura 65). En el caso del PEG el valor
negativo del potencial { se debe a los grupos terminales carboxilo, mientras que en la MC a la
presencia de grupos tioles y carboxilo que en medio basico se desprotonan.

Tabla 20: Tamafo hidrodindmico promediado en numero obtenido con DLS y potencial { de
los PANC sin funcionalizar y funcionalizados con HS-PEG-COOH y MC.
PANC PdNC@PEG PANC@MC
duy (hM)  259+0,2  70,140,7 113 +5
{(mV) 21,3+1,4 -17,4+0,7 -20,1+0,153
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Figura 65: Distribuciones promediadas en numero del tamano hidrodindmico medidas por
DLS de los PANC con diferentes recubrimientos (A). Potenciales { de los PANC con diferentes
recubrimientos (B).

Por el contrario, en el caso de las PANDs no fue posible la funcionalizacion siguiendo el
mismo protocolo, sino que estas PANDs se estabilizan con PEI (Figura 66). Las PEI son
polimeros sintéticos lineales o ramificados de pesos moleculares variables. Aunque el enlace
Pd-N no es muy fuerte, la PEI presenta una estructura altamente ramificada y un gran nimero
de grupos amino. Esto proporciona maltiples puntos de anclaje de la PEI en la superficie de Pd,
resultando en una unién muy fuerte entre el Pd y el PEI. Al intentar funcionalizar los PAND, el
PEG no desplaz6 al PEI y como resultado se obtuvo una dispersion de PDND que acab6
precipitando a las pocas horas.

S R

N N N
HaN \/\”/\/ \/;\l/\/ NH,
N
HoN™ """ NH,

Figura 66: Representaciéon de una molécula de PEI.

5.2.2. Propiedades cataliticas

Una vez que las NPs fueron correctamente funcionalizadas, se evaluaron sus propiedades
cataliticas. Como modelo de reaccion se utilizo la reduccion del AM con NaBHa4 en agua. Asi,
el AM de color azul fue reducido a azul de leucometileno (incoloro) por el NaBHa4 en presencia
de Pd, que actla como catalizador. Este proceso fue facilmente monitorizado mediante
espectroscopia UV-Vis debido a la pérdida progresiva de color a medida que avanza la reaccion.
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Figura 67: Representacion de la reaccion de reduccion del AM a leucometileno. La forma
oxidada presenta coloracién azul, mientras que la reducida es incolora.

El modelo de Langmuir-Hinshelwood ha sido ampliamente empleado para describir los
mecanismos de reaccion en sistemas cataliticos. Este modelo propone que los reactivos
involucrados en la reaccion se adsorben primero en la superficie del catalizador antes de
reaccionar. EI NaBHa4, una vez adsorbido en la superficie de la NP de Pd, puede transferir dos
electrones al catalizador. Posteriormente, estos electrones son transmitidos al reactivo AM
adsorbido, lo que conduce a la reduccion de este Gltimo compuesto. Esta reaccion de reduccion
es relativamente rapida debido a la baja barrera energética del Pd. El paso limitante en la
velocidad de la reaccion esta determinado por la adsorcion de ambos reactivos.8’

El AM tiene una absorcion maxima (Amax) alrededor de A = 664 nm en su forma oxidada,
por lo que su reduccién pudo monitorizarse observando la disminucion de la absorbancia a esta
longitud de onda mediante espectrofotometria UV-Vis: La reduccion de MB a leucometileno
se siguié mediante la deteccidn de la absorbancia a la mencionada longitud de onda durante 80
s (realizando una medicion cada 2 s).

Para comparar los diferentes sistemas basados en Pd, se determind la constante de reaccion
para cada tipo de catalizador, realizando una comparativa entre los PANCs, PANCs@PEG,
PANCs@MC y PdNDs.

Teniendo en cuanta que el NaBHa esta en exceso, la velocidad de reaccion (v) se puede
expresar Como:

_d[AM] n (37)
v=-—0p =k x [AM]

donde [AM]" es la concentracion de AM en una reaccion de orden n y k es la constante de
reaccion. Suponiendo una reaccion de orden n = 1y reordenado variables tenemos:

diam] _ (38)

Integrando entre t = 0 y t, tenemos:

[AM] d[AM] t (39)
(s

4, [AM] 0

1 [AM] — —kxt (40)

“([AM1O> ¥

Como la concentracion es segun la ley de Beer-Lambert proporcional a la absorbancia, esta se
sustituye en la ecuacion anterior, quedando:
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ln(%) =—kxt (4D

Para cada uno de los sistemas, se ajustd la cantidad de catalizador a afadir que permitio
monitorizar la reaccion de reduccion (Tabla 21) y se midié la absorbancia durante 80 s a 664
nm (tal como se describe en el apartado 2.2.15). La concentracion de AM fue lo suficientemente
alta para que en to presentase coloracion y, asi, poder seguir la reaccion de reduccion a medida
que la disolucion perdia color. Para cada uno de los sistemas, se represent6 el In(A/Ao) en
funcion del tiempo, y se ajustaron los puntos obtenidos a una linea recta mediante el empleo de
una regresion lineal. La pendiente de dicha recta fue interpretada como el valor negativo de k.
(Figura 68).

Tabla 21: Cantidad de Pd en moles afiadido para cada sistema.

Cpa / moles

PdNC 4,50 x 10°
PANC@PEG 5.30x 10°
PdNC@MC 1.10 x 107
PdND 5.50x 108

Por otra parte, en el ambito del desarrollo sostenible y la optimizacion de recursos, la
reutilizacion de sistemas en procesos quimicos ha cobrado una relevancia significativa. Asi,
también se analizo en este trabajo la viabilidad de la reutilizacion de los cuatro sistemas
obtenidos durante tres reacciones consecutivas. Para llevar a cabo esta evaluacion, se siguié un
protocolo experimental en el cual, tras la finalizacién de cada reaccidn, se permitié un tiempo
de espera para asegurar la completa descomposicion del NaBH4 y la consiguiente oxidacién del
leucometileno a AM. Acto seguido, se afiadio nuevamente el agente reductor y se monitorizo
el proceso de reaccion mediante espectroscopia UV-Vis.

A fin de obtener los valores de la constante de velocidad (k) para cada sistema, se
analizaron Unicamente los primeros 10 s de reaccion. Los datos obtenidos se ajustaron mediante
un analisis de regresion lineal, como se ilustra en la Figura 69. La Tabla 22 presenta los valores
de k calculados para cada una de las repeticiones efectuadas con los diferentes sistemas. Los
valores de k van desde (8,43 + 0,08) x 102s* para el caso del PANCs@PEG hasta (1,87 + 0,08)
x 10" s para el caso de PANCs@MC, respectivamente.

Numerosos estudios en la literatura cientifica han reportado el uso de sistemas basados en
PdANP para la reduccion de AM. Por ejemplo, el equipo de M. Yaseen desarrollé NPs de paladio
ancladas en silica (1.0PdAS), un sistema reciclable que exhibe una constante de velocidad k de
1,04 x 102 s en la reduccion de AM. 8 En otra investigacion relevante, D. Tian y sus
colaboradores idearon una membrana tridimensional de madera, decorada con marcos
organicos covalentes y NPs de paladio.’®® Este sistema (Pd@COF/madera), fue disefiado
especificamente para eliminar eficazmente contaminantes organicos aromaticos como el AM,
con unak de 1,42 x 102 s, E. Balali y su equipo fabricaron un catalizador ecoldgico basado
en paladio soportado en éxido de grafeno modificado con extracto de Artemisia abrotanum, (Pd
NPs/RGO-A. abrotanum).%%-19! Este catalizador es recuperable y se utiliza para la reduccion
catalitica de diversos tintes, incluido el AM, y presenta una k de 4,9 x 102 s™%. Por su parte, S.
Patil y su equipo crearon NPs de paladio decoradas sobre nitruro de carbono grafitico
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funcionalizado (g~CN-SiNH,@Pd), y que tiene una k de 8,38 x 10 s para la reaccion de
reduccion de AM. %2

Los catalizadores descritos en esta tesis presentan pues valores de k significativamente
superiores a los documentados en la literatura. Dichos catalizadores, por ejemplo, pueden lograr
una conversion total en cerca de 40 s, e incluso menos de 10 s en el caso del PANC@MC. En
cambio, los catalizadores citados en los estudios previos requieren, en la mejor de las
circunstancias, mas de un minuto para lograr una conversion total comparable. Una hipdtesis
que podria explicar esta observacion es que, a diferencia de las PANPs soportadas, estas NPs
son coloidales, lo que podria ofrecer una superficie mas accesible a los reactivos, acelerando la
conversion del MB. Sin embargo, cabe mencionar que una desventaja de estos sistemas
cataliticos es que, al no estar soportados, la eficiencia catalitica disminuye mucho al
reutilizarlos tal como muestran los valores de k para la segunda y tercera reaccion consecutiva
(Tabla 23).

Dado que se emplearon distintas concentraciones de Pd en cada sistema, para llevar a cabo
una comparacion adecuada de los valores de k, estos fueron normalizados dividiéndolos por la
cantidad de moles de Pd utilizados en cada caso. De esta forma, se obtuvieron resultados
comparables que permitieron evaluar la eficacia de la reutilizacion de los sistemas en las
reacciones consecutivas analizadas.

Tabla 22: Comparacién de los nanocatalizadores de PdANC y PdND en la reduccion de MB
usando NaBH4 con otros nanocatalizadores.

Catalizador Tiempo k (s-1) Referencia
Catalizador 10s 1,07 x 101 Esta tesis
PdNC 10s 8,43 x 102 Esta tesis
PANC@PEG 10s 1,87 x 101 Esta tesis
PdNC@MC 10s 1,18 x 101 Esta tesis
g-CN-SiNH2@Pd 60s 8,383 x 107 192
Pd NPs/RGO-A. abrotanum 40s 4,9 x 102 150
Pd@COF/madera 3 min 1,42 x 102 189
1.0PdAS 5 min 1,04 x 102 188
B
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Tabla 23: Valores de la constante de reaccién para cada sistema.
k /st PdNC PANC@PEG PANC@MC PdAND
12 reaccion (1,07 +0,00)x 100  (8,43+0,08)x 102 (1,87 +0,08)x 10" (1,18 +0,05) x 101
22reaccibn  (4,36+0,14)x 103  (8,13+0,23)x 104  (2,18+0,03)x 102 (8,32 +0,11) x 10?2
32reaccibn (1,42 +0,11)x 103  (1,84+0,09)x 103  (1,21+0,02)x 102 (7,79 +0,01) x 10?2

Al comparar los valores de k normalizados (Tabla 24), se observo que los sistemas PANCs
y PANCs@PEG presentaron valores superiores de la constante cinética, sin que la
funcionalizacién con PEG implicase una disminucion significativa de esta. En principio, se
podria prever una mayor reduccion de k debido a la funcionalizacion con PEG; no obstante,
esto podria no haber sucedido a causa de la limitada cantidad de PEG necesaria para estabilizar
los NCs, permitiendo que gran parte de la superficie de las NPs permanezca asi accesible a los
reactivos.

En relacion con el recubrimiento con MC, la accesibilidad a la superficie de las NPs parecio
verse afectada en mayor medida. Esta situacion podria atribuirse a que la MC, una proteina de
dimensiones considerables, recubrié de manera completa las NPs, obstaculizando la adsorcion
de los reactivos en su superficie. Cabe destacar que, a pesar de que la reutilizacién en todos los
sistemas que emplean PANC no fue eficiente, el sistema que incorpor6 MC presento los
resultados mas favorables. La razén podria atribuirse a que las PANCs@MC son un sistema
mas estable que los otros. Este sistema presento un potencial { muy negativo (estabilizacion
electroestéatica), de -20,1 mV frente a - 17,4 mV en el caso de los PANCS@PEG. Ademas, este
recubrimiento es el mas voluminoso, con un tamafio hidrodindamico de 113 £ 5 nm, en contraste
con los tamafios de PANC (25,9 £ 0,2 nm) y PANC@PEG (70,1 £ 0,7 nm). Esta mayor
voluminosidad del recubrimiento de nanocubos de Pd pudo proporcionar una estabilizacién
adicional a través del impedimento estérico.

Otra posible explicacion para las diferencias en las constantes de velocidad podria ser el
envenenamiento del catalizador. Se plantea la hipétesis de que el recubrimiento de PANC@MC,
al tener una superficie mas inaccesible podria experimentar un menor envenenamiento en
comparacion con los otros catalizadores. Como resultado, la disminucion en la actividad
catalitica en las reacciones sucesivas podria ser menos pronunciada para el recubrimiento de
PANC@MLC.

En el caso de las PANDs, la velocidad de conversion fue menor en comparacion con los
PANCs. A pesar de que las PANDs poseen una mayor superficie especifica, 1o que podria
resultar en una mayor conversion, es probable que el bajo valor de k se deba al recubrimiento
de la superficie de las PAND con la PEI, lo cual dificult6 la adsorcion de los reactivos en la
superficie de Pd. No obstante, este sistema mostro las mejores condiciones en términos de
reutilizacion, con un valor de k que disminuye de 1,18 x 10t a 7,79 x 102 s moles™ (Tabla 23)
entre la primera y la tercera reaccion, respectivamente. Al igual que en el caso del recubrimiento
con MC, el PEI se trata de un recubrimiento voluminoso con una alta densidad de cargas
positivas.

Por otro lado, al igual que en el caso de la MC, el PElI, al dificultar el acceso a la superficie
de la nanoparticula, podria estar previniendo el envenenamiento del catalizador.

Asi, seria interesante realizar estudios adicionales en un fututo que podrian proporcionar
una mayor claridad sobre las interacciones entre los recubrimientos y las propiedades cataliticas

180



NPs de paladio, derivados PANP@?zif-8 y su funcionalizacion

de las nanoparticulas de Pd, lo que contribuiria al disefio y desarrollo de catalizadores mas
eficientes y estables.

Entre los sistemas examinados, Unicamente aquellos funcionalizados con PEG y MC
podrian ser clasificados como biocompatibles. Esta afirmacion se fundamenta en que los PANCs
incluyen CTAB y las PANDs contienen PEI como estabilizantes, los cuales han demostrado ser
citotoxicos, 19319

Tabla 24: Valores de la k normalizados en funcién de los moles de Pd (knorm=K/molespq.)
k / s moles! PdNC PANC@PEG PANC@MC PdND

12reaccion  (2,38+0.01)x 107  (1,59+0,02)x 107  (1,70+0,08)x 106 (2,15 +0,09) x 106

Se han documentado previamente nanocatalizadores heterogéneos de Pd disefiados para
llevar a cabo procesos bioortogonales basados en Pd soportado como, por ejemplo, NPs
depositadas en resinas'® 1%, 6xido de titanio'®® y microesferas de poliestireno®’. Asimismo,
existen ejemplos de PANP biocompatibles funcionalizadas con oligosacérido de quitosano'®,
glutation reducido®® aplicados para terapia fototérmica o PANP PEGiladas®® sensibles al pH,
entre otros muchos ejemplos. La novedad de este trabajo radico en la funcionalizacion de las
PdNPs con MC, la cual muestra resultados prometedores. Aungue los rendimientos cataliticos
puedan ser inferiores, las NPs funcionalizadas con MC podrian resultar relevantes desde una
perspectiva de biocompatibilidad e internalizacién celular.

5.2.3. Sintesis de nanocompuestos PANC@ZIF-8

Alternativamente, en este trabajo también se explor6 la posibilidad de encapsular los
PdNCs en ZIF-8, dado que esta podria ser una estrategia viable para estabilizar los PANCs en
medios fisiologicos. El procedimiento de sintesis, analogo a los descritos para los AUNS@ZIF-
8 y MNP@ZIF-8, consistié en afiadir los PANCs dispersos en CTAB durante la formacion del
ZIF-8 (2.2.17). A lo largo de la sintesis, se observo la aparicion progresiva de una turbidez de
color marrén a medida que los compuestos PA@ZIF-8 se formaban y crecian.
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1. Melmz
2. Zn(NO3),
3. PANC/CTAB
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Figura 70: Representacidén de la sintesis de los PANC@ZIF-8.

Los PANC@ZIF-8 exhibieron una morfologia ctbica con dimensiones promedio de 149 +
19 nm, mientras que su diametro hidrodindmico fue de 232 = 3 nm y baja polidispersidad
(Figura 71). Tanto las imagenes de SEM como las de TEM confirmaron la encapsulacion del
PdNC en el interior del ZIF-8, evidenciando la incorporacion de un tnico PANC por cada NC.

El siguiente paso fue estudiar como afectan diversas variables sobre el tamafio final de los
NCs frente a las condiciones sintéticas “estandar” seguidas en la sintesis de otros NCs. Por
ejemplo, la modulacion del espesor de la pared de ZIF-8 en los NCs puede incidir en el
desempefio de estos ultimos en aplicaciones particulares, lo cual subraya la relevancia de ser
capaces de controlar dicho espesor. Por consiguiente, se procedi6 a la sintesis de PANC@ZIF-
8 en diversas condiciones, especificamente variando la concentracion del agente estabilizador
(CTAB), el tiempo de sintesis y la temperatura. La concentracién inicial de PANC utilizada en
todas la sintesis fue de 2 nM.
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Figura 71: Caracterizacion de PANC@ZIF-8. Imdgenes representativas de SEM con detectores
SE2 a 3 kV (A) y AsB a 30 kV (B) e imagen de TEM (C). Distribucion de tamafno determinada
(tamafio medio = 149 + 19 nm) a partir de la medida de imdgenes de TEM, midiendo el lado de
al menos 50 PANC@ZIF-8 con el software ImageJ (C). Distribucion de tamafno hidrodindmico
promediada en numero de la muestra realizada con DLS, dy= 232 + 3 nm y PDI=0,02 (D).

Las imagenes de SEM obtenidas de las diferentes sintesis revelaron que el tiempo de
exposicion ejercié un impacto importante sobre las dimensiones de los NCs aungue no afectd
su forma, dado que en todos los intervalos temporales analizados se preservo la morfologia
cubica de los NCs (Figura 73, A-E).

Al ajustar la concentracion de CTAB, se constatd que, a concentraciones elevadas, la
mayoria de los ZIF-8 se encontraban vacios, en concreto, a concentraciones de 0,6 y 0,7 mg.|I*
(Figura 73, F-1). En relacion con los NCs sintetizados a 4 °C, se observo una alteracion en la
morfologia, manifestandose en una transicion de la morfologia ctbica hacia una conformacién
mas redondeada (Figura 73, J).
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Figura 72: Imdgenes de SEM representativas de PdNC@ZIF-8 utilizando diferentes
condiciones sintéticas. 0,4 mg.l-1 de CTAB con diferentes tiempos de sintesis: 30 (A), 60 (B),
90 (C), 180 (D) y 360 min (E). 60 min de tiempo de sintesis a diferentes concentraciones de
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CTAB: 0,4 (F), 0,5 (G), 0,6 (H), y 0,7 mg.l-1 (I). Refrigerando la muestra con CTAB 0,4 mg.l-1
y 60 min de tiempo de sintesis (J).

Los resultados presentados en la Tabla 25 recogen dos caracteristicas principales de los
NCs resultantes bajo las distintas condiciones de sintesis: el tamafio hidrodindmico,
determinado mediante DLS, y el tamafio observado a través de la medida de lado a lado de al
menos 50 PANC@ZIF-8 en las imagenes de SEM.

Tabla 25: Tamano hidrodindmico de los PANC@ZIF-8 promediado en numero variando las
condiciones de sintesis. Todas ellas se llevan a cabo a temperatura ambiente a excepcién de la
indicada, que se sintetiza a 4°C.

[Pd] [CTAB] t (min) Tamafio hidrodinamico / PDI TEM / nm Observaciones
(nM) (mg/L) nm

2 0,4 30 10345 0,054 71+ 11

2 0,4 60 141+4 0,033 94 +12

2 0,4 90 179+2 0,016 115+ 17

2 0,4 180 2151 0,099 140 + 19

2 0,4 360 2202 0,033 144 + 23

2 0,4 60 145 + 4 0,030 101 +10

2 0,5 60 134+ 4 0,034 97 +21

2 0,6 60 120+ 3 0,048 81+ 13

2 0,7 60 1026 0,081 71+ 10

+

2 0,4 60 103 +1 0,056 7711 Selleva a cabooa
4°C
2 0,2 180 232+3 0,020 Condiciones
149 +19 “estandar” de
sintesis

La tendencia general observada fue que al mantener constante la concentracion de PANCs
y CTAB (0,4 mg.I"Y) y aumentar el tiempo de sintesis, el tamafio de los NCs aumento. Este
incremento pudo deberse a que, al permitir un mayor tiempo para el proceso de sintesis, se
posibilitd el crecimiento del cristal, llegando a completar el crecimiento; a partir de las 3 h, el
tamafio permanecio invariable. La relacion entre el didmetro hidrodindmico y/o el tamafio de
los NCs frente al tiempo presentd una relacién exponencial (Figura 73, A, C): A tiempos
iniciales el crecimiento fue muy pronunciado y fue moderandose a medida que se consumian
los precursores de ZIF-8.

Por otro lado, al analizar los datos cuando se vario la concentracion de CTAB, se observo
que el tamafio de las NPs disminuy6 conforme aumento la concentracion de CTAB (desde 0,4
mg.I" hasta 0,7 mg.I"Y). En este caso, la relacion entre el diametro hidrodinamico y/o las
dimensiones de las NPs frente a la concentracién de CTAB present6 una relacion lineal (Figura
73, B, D).

Finalmente, hay que destacar el efecto que tuvo la temperatura en la ralentizacion del
crecimiento del ZIF-8. Al llevar a cabo la sintesis a temperaturas bajas, se observo una
disminucion en el tamafio de las particulas (76,7 = 10,8 nm) en comparacion con el tamafio
obtenido bajo las mismas condiciones a temperatura ambiente de 22 °C (101,8 + 9,7 nm).
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Por otra parte, tal y como se observd también en capitulos anteriores, el tamafio
hidrodinamico medido por DLS fue mayor que el tamafio observado por TEM. Esto se debe a
que el tamafio hidrodindmico incluye tanto el nacleo del nanocompuesto como la capa de
solvatacion y estabilizacion alrededor de la misma, mientras que el tamafio observado por TEM
se refiere Unicamente al tamafio del nanocompuesto.

La reduccion en el tamafio de los nanocompuestos al incrementar la concentracion de
CTAB es un comportamiento previamente descrito por Y. Pan et al.? Al aumentar la
concentracion de CTAB, se afecta la cinética de crecimiento del ZIF-8, limitando el tamafio de
las particulas. Las moléculas de CTAB se adsorben en la superficie hidrofébica de los cristales
de ZIF-8 en solucion acuosa y actuan como agentes de encapsulamiento, disminuyendo la tasa
de crecimiento cristalino.?®

En relacion con la temperatura, J. Jiunn et al.?%? observaron que la temperatura influye en
la distribucion de tamafios del ZIF-8, pasando de una sintesis con una distribucion de tamafios
bimodal cuando se realiza a temperatura ambiente a una distribucion monomodal sintetizada en
un bafio de hielo, con un tamafio medio inferior en el caso de la sintesis a menor temperatura.
Por el contrario, en los experimentos llevados a cabo en esta tesis, se observo una disminucion
del tamafio, pero no se evidencia una influencia en la distribucion del mismo. La discrepancia
en las conclusiones puede deberse a que, a diferencia del procedimiento seguido en la presente
tesis, Jiunn et al. llevaron a cabo la sintesis empleando MeOH vy utilizando una disolucion de
ZnNOz con una concentracion 10 veces mayor.

A 200 B 150
125+
150+
= = 100
c c
o 100- = 75_
50
50
T T T 25 T T T T
0 100 200 300 400 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
t/ min [CTAB] / mg.I*

Figura 73: Relacidén entre el tamafio de los NC con el tiempo (A) y con la concentracién de
CTAB (B)
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Conclusions

6. CONCLUSIONS

In the third chapter, the synthesis of Au, Ag, and Cu NPs was carried out, which were stable
in an organic medium. These were dispersed in water via a polymeric coating with PMA. The
Au and Ag NPs, once transferred to water, demonstrated a significant stability at a temperature
of 37 °C for a period of 72 h. However, the Cu NPs exhibited considerable degradation under
similar conditions. Furthermore, it was observed that the mixture of AuNPs and AgNPs
maintained their stability. However, the incorporation of CuNPs into the mixture resulted in
degradation similar as that observed for the individually evaluated CuNPs. Regarding
cytotoxicity, it was determined that AuNPs and AgNPs had low toxicity in A549 cell cultures,
even at high concentrations. In contrast, CuNPs demonstrated a considerable level of
cytotoxicity at the highest concentration analyzed. This phenomenon could be attributed to the
release of copper ions (Cu?*) during the degradation of the CuNPs, which have a toxic effect.
Ultimately, it was observed that the mixtures of NPs that included CuNPs resulted in a slight
reduction in cell viability at the highest concentration investigated. This finding suggests that
AgNPs could enhance the toxicity of CuNPs.

AuUNRs were also synthesized and subjected to a PEGylation process to modify their
surface charge. The charge was altered to be positive, negative, or neutral using different
bifunctional thiol ligands. The functionalized AuNRs were used to examine their interaction
with BSA as a model of the protein biocorona. It was discovered that the intensity of the
interaction and the dissociation constant vary according to the surface charge of the NPs. The
internalization of the AuNRs in HeLa cells and how the formation of the biocorona and
photothermal treatment influenced this process was studied. Although PEGylation and the
protein corona reduced cell internalization, the adsorbed BSA significantly decreased after
photothermal treatment, especially in samples with a positive surface charge. However, the
internalization of the AuNRs after this treatment turned out to be significantly lower only for
the non-PEGylated samples, indicating that surface charges did not significantly affect cellular
uptake.

NCs consisting of AuNRs encapsulated in a ZIF-8 were also synthesized, resulting in a
core-shell structure. Through a series of controlled experiments, the significant impact that the
concentration of CTAB has on the morphology of the nanocomposite has been emphasized.
Specifically, when using higher concentrations of CTAB, the formation of two ZIF-8
morphologies was observed. One of them was cubic in shape without encapsulated AUNRSs and
the other, amorphous and smaller in size, did present encapsulated AuNRs. In addition, the
stability of the nanocomposite in different media was explored. These NCs degrade rapidly in
aqueous media, necessitating post-functionalization with PMA to stabilize them in these media.

NCs consisting of AuNSs encapsulated in a ZIF-8 were synthesized, and their use as
substrates for SERS was studied. This is based on the integration of the plasmonic properties
of the AuNSs with the porosity and high surface area of the ZIF-8 into a single nanocomposite.
This combination of features has facilitated the detection and characterization of specific
molecules. Experiments have confirmed that molecules such as 4-MBA are able to diffuse
through the porous channels of the ZIF-8 to reach the AuNSs in the core of the nanocomposite.
This process is essential for the detection of these molecules through Raman spectroscopy. A
linear relationship was observed between the intensity of the Raman peak at 1074 cm™ and the
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concentration of 4-MBA between 10 and 10° M, suggesting that this system can be used for
the quantification of analytes.

It is relevant to underline that, although the detection limits reached may be considered
modest compared to other SERS substrates reported in the literature, the viability of this type
of nanocomposite for SERS detection has been conclusively demonstrated. This point is
especially pertinent given that the nanocomposites developed in this study exhibit remarkable
colloidal stability, a feature that is not present in many of the ZIF-8 based SERS substrates
described in previous studies.

In the fourth chapter, the synthesis of MNPs was carried out by the thermal decomposition
of metallic precursors, controlling the proportions of Fe?* and Fe**. This methodology allowed
obtaining MNPs of different sizes with low polydispersity. However, these MNPs had a low
SAR value, so an annealing process was applied to improve their magnetic properties.

The functionalization of the MNPs with PMA in an aqueous medium improved their
stability; in addition, this functionalization allowed the adhesion of molecules with an amino
terminal group to the MNPs, thus, expanding the possible applications of these particles.

MNPs doped with low proportions of Co were synthesized and transferred to water through
a coating with PMA. The magnetic properties of these Co-MNPs were studied using SQUID at
temperatures of 10 and 295 K. An unusual behavior was observed in the magnetic properties of
cobalt-doped nanoparticles at 295 K. As the doping concentration of Co?* increased, a transition
occurred from a negative cubic anisotropy system (FezOs) to a positive cubic anisotropy one
(CoFe204). Additionally, nanoparticles doped with 0.08 Co exhibited superparamagnetic
behavior.

Procedures for stabilizing MNPs in aqueous media using CTAB were examined and
developed. These protocols involved the formation of an oleic acid-CTAB bilayer around the
MNPs. By measuring the hydrodynamic size using DLS, the CTAB molecules.nm ratio was
optimized to minimize the aggregation of the MNPs in the agueous medium.

Subsequently, with the MNPs stabilized in water, the synthesis of MNP@ZIF-8
nanocomposites were carried out using a core-shell strategy. These nanocomposites consisted
of a core of MNPs encapsulated with a layer of ZIF-8. The MNP@ZIF-8 nanocomposites were
characterized by SEM, confirming that their size decreased with the increase in the
concentration of MNPs in the synthesis. Furthermore, it was observed that, with a carefully
adjusted concentration of MNPs, it was possible to obtain nanocomposites with a single MNP
per ZIF-8 crystal.

The encapsulation of CV in MNP@ZIF-8 did not significantly affect the morphology and
size of the MNPs. The presence of CV in the MNPs was confirmed by a slight increase in
absorbance in the UV-Vis spectrum and a large reduction in SBET compared to bare
MNP@ZIF-8. To improve the stability of the MNPs in aqueous media, an additional coating of
PMA was applied. WAXS suggested that the functionalization with PMA did not alter the
crystalline structure of the MNPs, preserving their crystallinity.

In the fifth chapter, the synthesis and subsequent characterization of PANCs and PdNDs
were performed. The PANCs underwent a functionalization process with PEG and MC. It was
observed that COOH-PEG-HS provided superior stability in water to the nanocomposites
compared to COOH-PEG-NHo>. This phenomenon was attributed to the greater strength of the
bond formed between the thiol group and the Pd, as opposed to the less robust bond generated
between the amino group and the Pd. Successful functionalization with MC was validated by a
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change in the zeta potential from positive to negative and a significant increase in the
hydrodynamic size.

Additionally, limitations were identified in the functionalization protocol when attempting
to apply it to PANDs. In this case, the highly branched structure of PEI and the large number of
amino groups, which provide multiple anchoring points on the Pd surface, prevented the
exchange of PEI for PEG.

The catalytic properties of the functionalized nanocomposites in the reduction process of
AM with NaBHs in water were evaluated. The reaction mechanism was described using the
Langmuir-Hinshelwood model. In the presence of Pd, the NaBH4 adsorbs onto the surface of
the nanocomposites and transfers two electrons to the catalyst. These electrons, in turn, are
transmitted to the adsorbed AM resulting in its reduction.

The AM reduction process was monitored by UV-Vis spectroscopy, being observed a
progressive decrease in absorbance as the reaction progressed. Functionalization with PEG did
not lead to a decrease in catalytic activity. On the contrary, functionalization with MC resulted
in a reduction in catalytic activity. In general, the Pd nanocomposite nanosystems examined in
this study exhibited reaction constant values higher than those reported in the literature. These
nanocomposites demonstrated a rapid conversion of AM, indicating a high catalytic efficiency.
However, this significantly decreased when reusing the systems, pointing to the need of
optimizing the reuse of the catalysts.

The synthesis and characterization of PANC@ZIF-8 nanocomposites were performed, in
which the PANCs were encapsulated in the porous structure of ZIF-8. The PANC@ZIF-8
nanocomposites presented a cubic morphology and a singular encapsulation of PANC for each
nanocomposite. Images obtained by SEM and TEM confirmed this encapsulated structure. The
size of the PANC@ZIF-8 nanocomposites was determined by microscopy techniques, finding
an average size of 149 + 19 nm, with a hydrodynamic diameter of 232 + 3 nm.

Different variables during the synthesis process were studied to understand their influence
on the size of the nanocomposites. It was found that the synthesis time affected the size of the
nanocomposites but not their morphology. As the synthesis time increased, the size of the
nanocomposites also increased, being stabilized after 3 h. It was also found that the
concentration of CTAB had a significant impact on the size of the nanocomposites: With higher
concentrations of CTAB, smaller nanocomposites were obtained. The synthesis temperature
also influenced the size of the nanocomposites, observing a smaller size at lower temperatures.
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7. ANEXOS

Caracterizacion morfoldgica de los MNP@ZIF-8

Una vez que los NC-PMA-6-AF han sido sintetizados y caracterizados, se procede a la
evaluacion de su capacidad para liberar su carga al ser sometidos a un AMF y RMF. MNP-
PMA-6-AF y MNP@ZIF-8-PMA-6-AF se emplean como controles. El recubrimiento con
PMA se lleva a cabo como se describe en la seccion anterior para el caso de los NC(CV). Las
imagenes de SEM de estos nanocompuestos pre y post recubrimiento polimérico se muestran
en las figuras A1-A4.

A 1: Imagenes SEM representativas de los MNP@ZIF-8(CV) recopiladas con el detector InLens
a 3 kVv.
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A 2: Imdgenes SEM representativas de MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF recopiladas con el detector
InLens a 3 kV (A) y 20 kV (B).

A
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A 3: Imdgenes de SEM representativas de las MNP@ZIF-8 recogidas con el detector InLens a
20 kV (A-B) y el detector AsB a 20 kV (C-D).
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A 4: Imdgenes de SEM representativas de las MNP@ZIF-8-PMA-6-AF recogidas con el detector
InLens a 20 kV (A-B) y el detector AsB a 20 kV (C-D).

Caracterizacion de las propiedades magnéticas de los MNP@ZIF-8

Respecto a la caracterizacion de las propiedades magnéticas de los materiales en cuestion,
la magnetizacion de saturacion a temperatura ambiente se determina mediante el uso de un
magnetémetro de muestra vibrante, obteniéndose valores de 66,45 y 66,42 emu.g™ de Fe en el
caso de las MNP-PMA y NC-PMA, respectivamente (Figura 74, A). La encapsulacién de las
MNP con ZIF-8 no parece tener efectos significativos en las propiedades magnéticas de las
MNP. Para determinar la potencia de calentamiento de las MNP-6-AF, se mide el SAR a
diferentes intensidades de campo magnético mediante calorimetria (Figura 74, B). Se observa
que el SAR aumenta de manera lineal con la intensidad del campo magnético.

_ ——  MNP-PMA-6-AF 3
A 100 ——  MNP@ZIF-8-PMA-6-AF B
So-fm‘ l,//l%
— — 2 ,"/
o I !
j <3
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S 6 4 2 2 4 6 < g
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-50 g
-100- ° I I I
30 40 50 60
HIT H/kAm™

Figura 74: Ciclo de histéresis de las MNPs y los NC recubiertos con PMA medido con
magnetometro de muestra vibrante (A). Areas correspondientes a los valores SAR de las MNP-
6-AF obtenidas mediante medidas calorimétricas usando una frecuencia de 90 kHz (B).
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Liberacion controlada por campos magnéticos de colorantes encapsulados los
MNP@ZIF-8

Por otro lado, se estudia la internalizacion de los MNP@ZIF-8(CV)-PMA-6-AF en células
MiaPaCa-2 a través de la cuantificacion de la fluorescencia del CV observandose un incremento
en la fluorescencia méxima a las 6 h de incubacion (Figura 75, A). Asimismo, se realiza un
analisis de viabilidad celular a diferentes concentraciones de MNP@ZIF-8-PMA-AF después
de incubar las células durante 24, 48 y 72 h. En el caso de las muestras incubadas durante 24 y
48 h, la viabilidad celular se mantuvo constante por encima del 90%, mientras que, en el caso
de las incubaciones de 72 h, se observd una disminucién en la viabilidad celular a
concentraciones de 2 pM, donde esta fue menor al 80% (Figura 75, B).
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Figura 75: Cinética de captacién de los MNP@ZIF-8-PMA-AF a través de la cuantificacién de
la fluorescencia de CV en células MiaPaCa-2 (A). Viabilidad celular en MiaPaCa-2 incubadas con
diferentes concentraciones de MNP@ZIF-8-PMA-AF a 24, 48 y 72 h.

Ademas, se estudia la proliferacidn celular para evaluar el uso de los NC como sistemas de
liberacion de compuestos activos en el interior de células. Para ello, se agregan NC cargados y
sin cargar con CV a cultivos celulares de MiaPaCa-2. Las células fueron incubadas con NPs
(NCs) a concentraciones de 1 pM durante un periodo de 72 h. Posteriormente, las células fueron
expuestas a campos magnéticos de 300 kHz y 40 mT en el caso de AMF,y 1 Hzy 40 mT en el
caso de RFM, durante un periodo de 2 h. La viabilidad de las células fue afectada de manera
similar por ambos sistemas, mostrando el comportamiento esperado de respuesta a la dosis
caracteristica. (Figura 76). Se observa como la proliferacion celular tras 7 dias es mucho menor
que en el caso de los cultivos empleados como control, cultivos celulares incubados con NC no
cargados, cultivos celulares incubados sin NC y cultivos celulares no expuestos a campos
magnéticos.
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Figura 76: Proliferacién celular mediante el recuento de células después de la exposicion
a AFM (A) y RMF (B) durante 7 dias. Comparativa de la proliferacién celular a los 7 dias (C).
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A 5: Imdgenes de TEM de células MiaPaCa-2 incubadas durante 72h con MNP@ZIF-8-PMA-6-
AM a una concentracion 1 pM.

A 6: Imdgenes de confocal co-localization en MiaPaCa-2.
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En esta tesis se investiga la sintesis, funcionalizacion y degradacion de
nanoparticulas (NPs) plasmoénicas con posibles aplicaciones en biome-
dicina. Se analiza su interaccion con proteinas y su encapsulacion en la
Estructura Zeolitica de Imidazolato-8 (ZIF-8) para utilizarlas como
sustratos en la Espectroscopia Raman Intensificada en Superficie.
Ademas, se aborda la sintesis de NPs magnéticas, estudiando el impac-
to del dopaje con Co en sus propiedades magnéticas y la encapsulacion
de estas NPs magnéticas en ZIF-8, lo que da lugar a nanocompuestos
que podrian servir como portadores de farmacos activados por campos
magnéticos alternos. Por Gltimo, se investiga la influencia de la funcio-
nalizacion de NPs de Pd, evaluando su eficacia catalitica en la reduc-
cion de azul de metileno y su posterior encapsulacion en ZIF-8.
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