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RESUMEN

Las nanoparticulas (NPs) magnéticas de 6xido de hierro se han utilizado ampliamente como
agentes de contraste en resonancia magnética de imagenes. En los Gltimos afios, el interés se
ha enfocado a su obtencion y funcionalizacion para que sean mejores vectores y mas solubles
0 especificas a un blanco determinado. En el presente trabajo se reporta la sintesis y
caracterizacion de NPs de oxido de hierro funcionalizadas con dos derivados de naftaleno,
que exhiben una alta afinidad por las placas de B-amiloide. Las mismas se caracterizaron por
FT-IR, TGA, DLS y SEM. Las NPs obtenidas se conjugaron por el método de Steglich a dos
moléculas de Amylovis® diferentes, determinado esto por las diferencias de ligando en la
superficie de las NPs sintetizadas. Las NPs funcionalizadas con Amylovis® podrian ser Utiles
para la deteccion de placas p amiloides que contribuirian a un diagnostico precoz de la

enfermedad de Alzheimer.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer; nanoparticulas magnéticas; 6xido de hierro;
Amylovis®
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ABSTRACT

Magnetic iron oxide nanoparticles (NPs) have been widely used as contrast agents in
magnetic resonance imaging. In recent years, interest has been focused on obtaining and
functionalizing them to make them better vectors and more soluble or specific to a given
target. In the present work, we report the synthesis and characterization of NPs functionalized
with two naphthalene derivatives (Amylovis®), which exhibit high affinity for B-amyloid
plaques characteristic of Alzheimer's disease (AD). These ones were characterized by FT-IR,
TGA, DLS and SEM. The obtained NPs were conjugated by Steglich’'s method to two
different Amylovis® molecules, determined this by ligand differences on the surface of the
synthesized NPs. Amylovis® functionalized NPs could be useful for the detection of amyloid

plaques that would contribute to an early diagnosis of AD.

Keywords: Alzheimer disease; magnetic nanoparticles; iron oxide, Amylovis®.
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegerativo del cerebro con sintomas
que incluyen demencia, déficits cognitivos y deterioro de la memoria con una alta incidencia

entre los ancianos.®

Su diagndstico precoz requiere mejoras para maximizar la eficacia de las posibles terapias en
las etapas tempranas de progresion de la enfermedad y en la eficiencia de los ensayos clinicos
de farmacos terapéuticos.® El primer paso hacia su diagndstico temprano in vivo es el
desarrollo de sondas de imagenes moleculares, dirigidos a las placas seniles como marcadores
de EA.® Varios agentes aglutinantes especificos de AP, que son derivados de naftaleno,
benzotiazol, estilbeno u otros derivados heterociclicos relacionados, que contienen un grupo

donador de electrones en uno de los anillos aromaticos, son candidatos Utiles.

En los Gltimos afios, las tecnologias de imagenologia molecular, como la tomografia por

emision de positrones (PET), la tomografia computarizada por emision de foton Unico y la
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resonancia magnetica (MRI), se han utilizado ampliamente para el diagndstico precoz de
enfermedad. Por lo tanto, el disefio de sondas de imagenes moleculares para placas de -

amiloide en el cerebro ha atraido cada vez mas la atencion de los investigadores.“®

La resonancia magnética es actualmente una de las herramientas de diagndstico mas
poderosas de las ciencias médicas; ha sido la herramienta preferida para obtener imagenes del
cerebro y el sistema nervioso central, para evaluar la funcion cardiaca y para detectar tumores.
Hasta la fecha, varios grupos han trabajado en la obtencion de imagenes de B-amiloide in
vivo. Su identificacién mediante resonancia magnética mostrd baja sensibilidad y se necesita

el desarrollo de agentes de contraste que mejoren, especialmente, las sefiales de amiloide.®"

La mayoria de los agentes de contraste para MRI actualmente disponibles son complejos
paramagnéticos, generalmente quelato de gadolinio (Gd**). Entre ellos, el Gd-DTPA ha sido
el mas utilizado.® Nanoparticulas (NPs) de MnO modificadas con polietilenglicol han
mostrado ser muy utiles y no tdxicas, no obstante, solo se aplican en animales debido a la

toxicidad ion Mn?* libre en el organismo.®

Las nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro se han utilizado ampliamente como agentes
de contraste de resonancia magnética debido a su baja toxicidad, alta biocompatibilidad y su
capacidad para acortar los tiempos de relajacion T2.%) E| desarrollo de nanoparticulas
magnéticas (MNP) con grupos funcionales llamados inteligentes, ha venido ganando terreno

en los Gltimos afios. 214

En este articulo se reporta la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con dos derivados de naftaleno que han exhibido una alta afinidad por las

placas de B-amiloide.

Materiales y métodos

Reactivos y disolventes

Los reactivos y disolventes utilizados fueron puros para sintesis. El polietilenglicol (PEG, 300
Da) y polietilenglicol-dicarboxilico (HCOOPEGCOOH, 600 Da) fueron suministrados por la
firma Sigma-Aldrich. La  N@-etil-N3-(3-imetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N-
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hidroxibenzotriazol (HOBTZ) y [Fe(acac)s] fueron adquiridos a través de la Merck, al igual
que los disolventes dimetisulfoxido (DMSO) y dimetilformamida (DMF). La DMF, se sec6
mediante destilacion en presencia de benceno (mezcla v/v, 10:1) y se guard6 sobre tamices
moleculares activados de 4 A. Los siguientes derivados de Amylovis®: N-[4-(1-naftilamino)-
4-oxobutanoil]-B-alanina (Amylovis®-1) NZ-(2-aminoetil)-N*-(1-naftil)succinimida
(Amylovis®-2) fueron facilitados por el Departamento de Neuroquimica del Centro de
Neurociencias de Cuba. Las nanoparticulas comerciales empleadas son de la firma CANdot®
(5 UM, CANdot® Series M aqua, CAN GmbH - Hamburg).

Sintesis de nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro y conjugacion a
moléculas de Amylovis®
A. Nanoparticulas comerciales (IONP-1) conjugadas con la N-[4-(1-naftilamino)-4-
oxobutanoil]-p-alanina (Amylovis®-1) (IONP-2)

En un balén de 50 mL se afiadié Amylovis®-1 (10 mg; 31,8 umol) disuelta en DMF (1 mL).
A la mezcla de reaccion se afadié HOBTz (4,7 mg; 35 pumol), previamente disuelta en DMF
(500 pL). Posteriormente se adiciond EDC (8,2 mg; 52,4 umol) disuelto en DMF (500 pL).
La mezcla de reaccion se continué agitando y al cabo de media hora se afiadieron 200 pL de
suspension coloidal de las nanoparticulas comerciales (IONP-1) dispersas en agua. La mezcla
se dejo agitando a temperatura ambiente por 48 h y se siguié la reaccion por cromatografia de
capa delgada (CCD). El producto se separé magnéticamente, se lavd con DMF (2 - 250 pL) y
con agua (2 - 250 pL). A los lavados se les realizo CCD (B) para confirmar que no quedaba
reactivo de partida. Después del altimo lavado, las particulas se secaron en una pistola de
P.Os al vacio por un dia. Se obtuvo 3,5 mg del producto y se disperso este en 1 mL de DMSO
y en estas condiciones se almacenaron a temperatura ambiente. Masa del producto obtenido:
3,5 mg. FT-IR {v (cm™); asignacion}: 1643 (amida 1), 1527 cm™ (amida I1), 1100 (vc.o-c),
575 (vre-0). DLS: Diametro promedio: 810 nm, PI: 0,497.

B. Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con HCOO-PEG-COOH
(IONP-3)

La reaccion se llevo a cabo en atmdsfera de Ar en un balon de 50 mL, donde se mezclan con
agitacion constante, 10 mL de PEG (300 g/mol) y 0,4 g de HCOO-PEG-COOH (600 g/mol),

hasta disolver este Ultimo a temperatura ambiente.
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En un balén de 50 mL se mezclaron con agitacion constante, 10 mL de PEG (300 g/mol) y
0,4 g de HCOO-PEG-COOH (600 g/mol), hasta disolver este Gltimo a temperatura ambiente.
La reaccion se llevo a cabo en atmdsfera de Ar. Con posterioridad, se afiade [Fe(acac)s] (0,18
g, 0,51 mmol) en 2,5 mL PEG. La temperatura del sistema se eleva a 160 °C y se mantiene
durante 30 min. Después, se eleva la temperatura a 220 =C, y la reaccion se mantiene con
agitacion vigorosa y atmosfera inerte por 2 h. Al cabo de ese tiempo se deja enfriar la mezcla
de reaccién a temperatura ambiente y luego a -20 °C durante 24 h. Luego, la mezcla se deja
que alcance temperatura ambiente y se afiade éter, raspando las paredes y agitando hasta
obtener una dispersidbn homogénea y la aparicién de dos fases. La mezcla se enfria
nuevamente a -20 °C, durante 30 min y se repite el procedimiento anterior. Finalmente, la
mezcla se deja a temperatura ambiente y se divide en dos fracciones. A una de ellas se le
afiade etanol. Las particulas se separan por centrifugacion a 10 000 rpm, y se secan en una
pistola de secado con pentoxido de fosforo al vacio por un dia. Masa del producto obtenido:
200 mg. FT-IR {v (cm?); asignacion}: 3271 (vOH), 2866 (vchsps), 1571 (v¥coo), 1408
(v®coo), 1327, 1259, 1080 (vc-0), 644 y 581 (vre-0). DLS: Didmetro promedio: 76 nm, Pl =
0,457.

C. Conjugacion de IONP-3 a la N1-(2-aminoetil)-N4-(1-naftil)succinimida (Amylovis-2).
(IONP-4).

En un balon de 50 mL se afiadieron 200 pL (IONP-3), dispersas en DMF (1 mL), y la
suspension se enfrid en un bafio de hielo. A la mezcla se afiadié una disolucion de HOBTz
(4,7 mg, 35 pmol), en DMF (500 pL) y a continuacion una disolucién de 1-etil-3-(3-
dimetilamino) propilcarbodiimida (EDC, 8,2 mg, 52,4 umol) en DMF (500 pL). La mezcla de
reaccion se agité y al cabo de 30 min se afiadié 3 (10 mg, 35 pumol), disueltos en DMF (500
pL). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente por 48 h. Finalmente, las nanoparticulas
conjugadas (NP-3) se separaron magnéticamente, se lavaron con DMF (2 - 250 pL) y con
posterioridad con agua (2 - 250 pL). Las NPs se secaron en una pistola de secado con P20s al
vacio por un dia. Las particulas se dispersaron en DMSO (4 mL), y de esta forma se
almacenaron a temperatura ambiente. Masa del producto obtenido: 40 mg. FT-IR {v (cm™);
asignacion}: 3445(vnn), 1592 (v¥oco), 1397 (vioco), 620 (vre-0) DLS: Diametro promedio:
944 nm, P1 = 0,12,

Equipos empleados en la caracterizacion de las nanoparticulas
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Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

Los espectros infrarrojos se registraron en un equipo ATl Mattson Genesis Serie FTIR con
transformada de Fourier (FTIR) en el intervalo de 4 000 a 400 cm™. Se tomaron 35 barridos

por cada muestra, preparadas en pastillas de bromuro de potasio a temperatura ambiente.

Espectrometria de dispersién dindmica de la luz (DLS)

Los perfiles de DLS se obtuvieron en un espectrometro Delsa Nano C de la firma Beckman
Coulter. Las mediciones se realizaron a un &ngulo de 179° y permitieron determinar las

distribuciones de tamafio de las dispersiones coloidales de las nanoparticulas estudiadas.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las particulas de sdlido se depositaron sobre una cinta adhesiva de carbén conductor y se
visualizaron directamente sin necesidad de ser recubiertas con oro. Las imagenes de SEM se
registraron en un microscopio electrénico de barrido con filamento de emision de campo (FE-
SEM), marca FEI modelo NOVA NANOSEM 230. Dicho equipo, tiene acoplado un sistema
de microanalisis por dispersion de energia de rayos X de la marca EDAX modelo Ametek,
que permite realizar un andlisis semicuantitativo de la composicidn elemental de las muestras.
Ademas, el equipo posee un software especifico que permite obtener un mapa de composicién

en un area definida de la muestra.

Anélisis térmico
Los termogramas simultaneos de Andlisis Térmico Diferencial (DTA) y Termogravimetria
(TG), se obtuvieron en un equipo de la marca NETZSCH, modelo STA 449 F3. Los barridos
se realizaron en un intervalo de temperatura de 24-1 000 °C bajo atmosfera de aire, con una
velocidad de calentamiento de 10.0 °C /min. Los datos de las curvas correspondientes al
DTA, DTG y al TG se convirtieron en termogramas continuos con el empleo del programa
“Proteus” para el procesamiento de datos de Analisis Térmico, en su version
5.2.1/07.04.2001. Este programa es suministrado por el fabricante del equipo, compatible a su
vez con Windows para Office. El error del analisis cuantitativo TG que se reporta es del

+ 2,00 %.
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Resultados y discusion

Las nanoparticulas magnéticas comerciales de hierro (CANdots®, serie M, CAN GmbH,
Alemania) (IONP-1), con propiedades superparamagnéticas, se obtienen a través de un
procedimiento de intercambio de ligandos, en el cual se utiliza un reactor de flujo continuo
para obtener NPs altamente monodispersas.®® De acuerdo con la ficha del fabricante, estas
NPM son homogéneas, presentan una forma esférica con una distribucién de tamafio estrecha
(<10 %), de diametro de alrededor de 40 nm y un radio hidrodindmico de 50 nm. Son estables
en agua por tres meses, y su concentracion de hierro es de 5 uM. Estas NPs fueron utilizadas
como modelo para valorar la posibilidad de conjugacion de los Amylovis® a sistemas
magnéticos nanoestructurados. La presencia en las ION-1 (Candots®) de un grupo amino libre
determind la seleccion del N-[4-(1-naftilamino)-4-oxobutanoil]-p-alanina (Amylovis®-1), el
cual posee un grupo carboxilo libre. La conjugacion se llevé a cabo mediante el método de la

carbodiimida, dando lugar a un enlace amida.

En la figura 1 se representa el procedimiento general de sintesis de las IONP-1 funcionalizada
con Amylovis®-1 (IONP-2).

Amylovis®-1 /

_ - ‘ i
?jk/\uMH C e O i N N O
Q 0 CANdots®™ (IONP-1) Y @

Fig. 1- Esquema general de la conjugacion de Amylovis®-1 a las NPs comerciales (IONP-1)
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En la figura 2 se presentan los espectros FT-IR de las nanoparticulas comerciales (IONP-1), la
Amylovis®-1 y de IONP-2. En el espectro de FT-IR, correspondiente al Amylovis®-1 (figura
2a), se distinguen las sefales a 3 320 y 3 250 cm', las cuales corresponden a la vibracion de
valencia NH de los grupos amidas (vconn) y al OH (von) presente en el grupo carboxilico.
Las sefiales, poco intensas a 3 015 y 2 940 cm™, pertenecen a las vibraciones de valencia vcspe-
H Y Vesps-H, respectivamente. A 1 710 cm™ se observa una sefial de intensidad media asignable
a la vibracion de valencia del enlace carbonilo (vco). Dos sefiales intensas a 1 643 y 1 527 cmr
! son tipicas de vibraciones de valencia tipo banda amida | (vco) y banda amida Il (vinco +
dnH). En el espectro se observan las frecuencias de vibraciones correspondientes al anillo
naftilo entre 1 436-1 159cm™, conocidas como huella de la molécula.

/L
77

Transmitancia (%)

. \%
(amida I1) VOCO Fe-O

L] v L] (&4 L] v L] v L] v L]
3600 3000 2000 1500 1000 500
namero de onda (cm™)

Fig. 2- Espectros FT-IR de N-[4-(1-naftilamino)-4-oxobutanoil]-B-alanina (Amylovis®-1) (a), IONP-1
(b), y IONPs-2 (c)

En el espectro (figura 2b) aparece un conjunto de bandas caracteristicas de las nanoparticulas
magnéticas comerciales, que sugieren que se encuentran recubiertas con un derivado pegilado

aminado. A 3 440 cm™ se observa la banda correspondiente a la vibracion de valencia del

grupo NHz primario vumy. A 2 920 y 2 850 cm™ aparecen las vibraciones de valencia v®cry Yy
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Vv¥(ch) de los CHy, de la cadena carbonada del ligando PEG aminado. A 1 568, 1 440 y a 1 070
cm? se observan sefiales que revelan la presencia de vibraciones del tipo dunw, caracteristico
en aminas primarias, de Scrz Y de vcn, respectivamente. Finalmente, alrededor de 575 cm™

aparece una banda poco resuelta asignable a la vibracion de valencia Fe-O.

En el espectro FT-IR de las IONP-2 (figura 2c), aparecen las sefiales que corroboran el
acoplamiento del grupo carboxilo terminal de la Amylovis®-1 con el grupo amino terminal de
las nanoparticulas magnéticas comerciales. Las bandas de vibracion de valencia del
Amylovis®-1 (figura 1a), a 3 248 cm™ von y a 1 710 cm™ vco, desaparecen, confirmando que
el grupo carboxilo libre del Amylovis®-1 reacciona, dando lugar a un enlace amida bandas de
vibracién (amida I y II, van Y vinco + 8wk @ 1 635 cm? y 1 550 cm™) (figura 1c). La banda
que aparece a 1 010 cm* se atribuye a la vibracion de valencia voco del derivado aminado del
polietilenglicol. Finalmente se observa a 585 cm™ la banda de valencia correspondiente a la

vibracion de valencia vre-o.

Caracterizacion mediante DLS y SEM

Con el objetivo de realizar un estudio comparativo entre el tamafio de las nanoparticulas
magnéticas comerciales y las IONP-2, se determiné el diametro hidrodinamico por DLS de
ambos compuestos. En la figura 3 se observan los perfiles de DLS de las nanoparticulas

comerciales (IONP-1) y de IONP-2 antes y despues de filtradas a través de un filtro de
450 nm.

Intensidad (%)

[§9)
L

1 10 100 1000 10000
tamafio (nm)

Fig. 3- (A) Perfiles de DLS en DMSO IONP-1 (a), IONP-2 antes (b) y después (c)
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El didmetro hidrodindmico en las nanoparticulas comerciales resulté ser 95 nm con un indice
de polidispersién de un 15 %. Estos valores son mayores que los reportados por el fabricante,

lo que indica una tendencia a la agregacion en el tiempo de estas nanoparticulas.

En el caso de las IONP-2, el didmetro hidrodinamico resulté ser de 820 nm, con un indice de
polidispersion del 49 %. Al filtrar dichas nanoparticulas a través de un filtro de 450 nm, el
diametro hidrodinamico disminuy6 a 173 nm con un indice de 24 %. Una vez filtradas las
IONP-2 pudieran ser utilizadas para futuros ensayos preclinicos, pues su diametro
hidrodinamico es inferior a 200 nm y, por tanto, pudieran ser capaces de atravesar la barrera

hematoencefalica (BHE).

Estudios posteriores deberan realizarse con el objetivo de valorar la estabilidad en el tiempo
de las IONP-2 filtradas. Los registros de los perfiles de DLS en un intervalo de 2 min no
mostraron cambios apreciables en los diametros hidrodinamicos (176, 173 y 179 nm);
mientras que el indice de polidispersion se mantiene constante. Amylovis®-1 presenta una
cadena amidoalquilica con un grupo naftilo, que pudiera provocar impedimentos estericos,

evitando que ocurran interacciones entre particulas vecinas.

La morfologia de IONP-2 se estudid a través de Microscopia Electronica de Barrido. Las
IONP-2 filtradas, muestran una morfologia cuasi esféricas (figura 4), observandose que
existen aglomeraciones en diversas regiones de la muestra, lo que se pudiera correlacionar

con los resultados de DLS.
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Fig. 4- Imagen obtenida por Micrografia Electronica de Barrido (SEM) de las IONP-2 filtradas
(a), mapeado (b) y espectro EDX correspondiente IONP-2 filtradas (c)

La composicion elemental de las IONP-2 filtradas se determind mediante el espectro EDX.
Este espectro, se obtuvo a través de un mapeado de la localizacion de los elementos mas
significativos, en zonas de la imagen donde existe una poblacion elevada de particulas (figura
3c). En este espectro se confirma la presencia de hierro (8,66 %), oxigeno (27,84 %),
carbono (61,85 %), lo cual indica la presencia de nanoparticulas de 6xido de hierro. El
elevado porcentaje de carbono con respecto a los otros elementos se debe a la cinta adhesiva
utilizada para depositar las muestras. La presencia de aluminio (0,71 %) y azufre (0,70 %)

puede deberse a contaminacion del porta-muestra.

Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con HCOO-PEG-
COOH (IONP-3) y conjugacion a N1-(2-aminoetil)-N4-(1-naftil)
succinimida (Amylovis®-2) (IONP-4)
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Tomando como base la metodologia de conjugacion del derivado Amylovis®-1 con las
nanoparticulas magnéticas comerciales, se desarrollé6 un procedimiento de sintesis de IONPs

que permitiera extender el mismo a otro tipo de molécula de Amylovis®.

Las nanoparticulas de magnetita fueron sintetizadas mediante el método del poliol.*® Para
ello se utilizd una sal de hiero(lll) y HCOO-PEG-COOH, en presencia de polietilenglicol

(PEG), que acttia como disolvente y agente reductor moderado (figura 5).

ch CHs

/ PEG
[Fe(acac);] HOOC-PEG-COOH IONP-3
o . i N==n ]

I O\)Lon o e \N\o S

" EDC

IONP-3 Cy

HOBTz

Amylovis®-2

Naey 9
Gy

IONP-4

Fig. 5- Procedimiento general para la obtencion de IONP-3 y posterior conjugacion a Amylovis®-2
con formacion de IONP-4

Las NPs que se obtienen en esta reaccion, recubiertas con HCOO-PEG-COOH, poseen grupos
carboxilos libres que garantizan la conjugacién con el derivado de Amylovis®. Luego de
purificar las NPs, se realizo la caracterizacion estructural mediante la técnica FT-IR (figura 6).
Estas NPs modificadas con el polietilenglicol dicarboxilado, HOOC-PEG-COOH, se
conjugaron Amylovis®-2 mediante la reaccion de Steglich (método de la carbodiimida)

(figura 5). A partir de este procedimiento se obtuvieron las IONPs-4.
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Fig. 6- Espectros FT-IR del HOOC-PEG-COOH (600, comercial)
(a), y N1-(2-aminoetil)-N4-(1-naftil)succinimida (Amylovis®- 2)
(b), IONPs-3 (c), IONPs-4 (d)

En el espectro de HOOC-PEG-COOH (figura 6a) se observa una banda alrededor de 3 500
cm? que corresponde a la vibracion de valencia v-OH y a 2 890 cm™ la de los grupos CHz (v-
Csp3-H). La sefial intensa y estrecha a 1 740 cm™ se atribuye al enlace C=0 (vc=0), y la de 1

150 cm? a las vibraciones del enlace -OCO- (voco).

En el espectro FT-IR de IONP-3 (figura 6c) se observa a 588 cm™ la banda tipica del enlace
Fe-O de la magnetita. También aparece una sefial ancha a 3 275 cm™ que corresponde a la
vibracion de valencia del grupo -COOH (v-or) y otra a 1 100 cm?, perteneciente al -OCO- del
PEG (voco). Esto confirma la presencia del ligando PEG en la molécula. A 2 866 cm™ se
observan las vibraciones de valencia de los grupos CH2 (vcsps-H). Ademas, en el espectro no
aparece la banda tipica a 1 740 cm™ de los grupos carboxilos libres del HOOC-PEG-COOH
que evidencia que encuentran recubriendo los nucleos de magnetita. También se definen dos
bandas a 1 571 y 1 408 cm™ que corresponden a las vibraciones de valencia del grupo

carboxilato, (vcoo), antisimétrica y simétrica, respectivamente.

De acuerdo con Nakamoto y col., la diferencia de los valores de las frecuencias de las bandas
asignadas a las vibraciones de tensién del grupo carboxilato (A = [v*coo- - Vv Scoo-]), permite

deducir el modo en que el ligando se coordina al metal.*” En este caso, el A =[v®coo™ - v
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Scoo] es igual a 163 cm™, por lo que la coordinacion del HOOC-PEG-COOH con la NPs es

del tipo puente.

En el caso del espectro FT-IR de la IONP-4 se observa una banda ancha e intensa a 3 427 cm
! que se corresponde con la vibracion de valencia del enlace NH de las amidas secundarias.
Las bandas antisimétrica y simétrica (vcoo-1 593 y 1 398 cm™), respectivamente; y la
diferencia entre ellas de 195 cm™ sugiere, que el tipo de coordinacion de la capa de
recubrimiento con el nlcleo se mantiene de tipo puente. Por Gltimo se observa una banda

poco intensa alrededor de 620 cm™, asignable a la banda de valencia vee-o.

Analisis termogravimétrico

En la figura 7 se observan los termogramas correspondientes al analisis termogravimétrico
(TG), el analisis térmico diferencial (ATD), asi como la derivada del anélisis
termogravimétrico (TGD) de las IONPs-3.

ATD TGD
* 632
100 1§ 16 3,5
)
2,0 0,0
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Fig. 7- Curvas de TG (linea roja), DTG (linea verde) y ATD (linea violeta) de las
IONPs-3 sometidas a un tratamiento térmico desde temperatura ambiente hasta
1 000 °C bajo un flujo de Ar

La curva del TG se caracteriza por la existencia de una primera etapa donde ocurre una

disminucion de masa de aproximadamente de un 5 %, que corresponde a la humedad de la

62



muestra. Luego se produce una pérdida de un 21 % de la masa, entre los 125 y los 460 °C, con
dos maximos en la curva de ATD a 214 y 365 °C. Al observar la curva DTG hay dos
maximos que pudieran estar indicando que al menos dos reacciones estdn ocurriendo
simultaneamente, coincidiendo uno de esos maximos con el hombro que se observa en la
curva ATD (aproximadamente a 300 °C), relacionados estos con los procesos de
descomposicion de la materia organica, catalizados por la presencia de magnetita.*® También
ocurre la desorcion de la materia orgénica de la superficie de las NPs. Una tercera pérdida de
un 4 % en peso se registra a partir de los 591 °C, donde se observa un proceso endotérmico en
la curva de ATD con un maximo en los 632 °C. A 675 °C se observa una ganancia de peso,
que corresponde a la transicion de fase cristalina de la magnetita a maghemita originada por la
oxidacion, con la obtencién finalmente de la hematita que es la fase cristalina mas estable

termodinamicamente. 9

Caracterizacion mediante DLS y SEM

Fig.8- Micrografia SEM, mapeado de la micrografia y espectro EDX de las IONP-3 (a) y IONP-4 (b)

La morfologia de las IONPs-3 y del producto de la posterior conjugacion al Amylovis®- 2
(IONP-4) se determiné a través de la Microscopia SEM (figura 8). En la imagen de la figura
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8a se observa la forma cuasi esférica que presentan las particulas de IONP-3, asi como su alto
grado de aglomeracion.

En el espectro EDX de las IONPs-3, correspondiente al mapeado de la micrografia SEM
(figura 8a) se confirma la presencia de los elementos hierro (6,1 %), oxigeno (21,33 %) y
carbono (72,57 %), lo que se corresponde con la composicién de las NPs de 6xido de hierro
sintetizadas.

A diferencia de las micrografias SEM de las IONPs-3, en las de las IONPs-4 después de
filtradas (figura 8b) no es posible definir la forma de las particulas, aunque se evidencian de

igual manera que se encuentran formando aglomerados.

En la figura 9 se observan los perfiles de DLS correspondientes a las IONPs-PEG-COOH-

Amylovis®-2, antes y después de filtrar a través de un filtro de 450 nm.
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Fig. 9- Perfiles de DLS de las IONP-4 sin filtrar (a) y después de filtradas (b)

Estas mediciones del didmetro hidrodinamico revelaron que inicialmente las NPS tienen 900
nm, con un indice de polidispersion de un 12 %. Después de someterlas al proceso de
filtracién, los diametros disminuyen a 262 nm con un 23 % de indice de polidispersion. La
estabilidad de las IONP-4 después de filtradas se evalud a través de mediciones por DLS, a
intervalos de 2 min. Se efectuaron tres mediciones y los diametros hidrodinamicos fueron de
275, 265y 271 nm (figura 9b).

De acuerdo con estos resultados, no existe variacidon en los valores de los diametros

hidrodinamicos de las IONPs-4 filtradas, por lo que se puede plantear que el sistema presenta
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una estabilidad en DMSO en el tiempo de estudio. Esto pudiera explicarse debido a que, al
conjugarse con Amylovis®-2, en las NPs existe una menor interaccién entre particulas
vecinas, por el impedimento estérico que ocasionan los grupos naftilos, sustituidos por una

cadena amidoalquilica, los cuales se presentan en la capa mas externa de la nanoestructura.

Por otro lado, la presencia de los grupos naftilo constituye una limitante a la dispersabilidad
de estas nanoparticulas en agua, por lo que investigaciones futuras deben estar dirigidas a
controlar el grado de conjugacién de Amylovis® en la superficie de las nanoparticulas,

indispensables para el reconocimiento de las placas  amiloides.

Conclusiones

Se lograron conjugar dos Amylovis® a nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con
derivados de PEG aminados y carboxilados mediante la reaccion de Steglich. Las
nanoparticulas conjugadas fueron caracterizadas mediante las técnicas FT-IR, TGA y SEM
acoplado a EDX. Las dispersiones acuosas de las nanoparticulas IONP-2 y IONP-3 presentan
una morfologia cuasi esférica. Las IONPs conjugadas a Amylovis®-1 y Amylovis®-2
presentaron, después de filtradas, didmetros hidrodindmicos de 173 nm y 262 nm,

respectivamente, con un indice de polidispersion alrededor del 20 %.
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