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RESUMEN

En la actualidad, las quimioterapias convencionales para el tratamiento del
cancer suministran dosis considerables de farmacos antineoplasicos que actuan
de manera indiscriminada dentro del cuerpo, afectando no sélo a las células de
cancer, sino también a las células sanas. Para solucionar esta problematica, se
han propuesto sistemas de transporte dirigido de farmacos que permiten el uso
de menores dosis y reducir los efectos secundarios. Las nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPIONs, por sus siglas en inglés)
pueden ser dirigidas dentro del cuerpo humano al aplicar un campo magnético
externo, por lo que son excelentes nanoportadores de farmacos en este tipo de
terapias. La hipertermia magnética ha sido otra alternativa para mejorar los
resultados brindados por las terapias convencionales, al utilizar NPs magnéticas
y campos magnéticos de corriente alterna. En el presente trabajo, se han
sintetizado y  caracterizado  distintos tipos de  nanoestructuras
superparamagnéticas de magnetita (magnetita pura, magnetita con acido oleico,
magnetita con acido oleico y Pluronic F-127 y magnetita con micelas DDAB) con
el fin de evaluar su potencial en quimioterapias dirigidas, mediante experimentos
de localizacidbn magnética con membranas porosas, y tratamientos de hipertermia

magnética contra el cancer.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER EN LA ACTUALIDAD

El cancer, también conocido como neoplasia maligna, es una de las principales
causas de muerte alrededor del mundo, siendo la primera, o bien la segunda,
causa de defuncién para personas menores de 70 afios en 112 de 183 paises de
acuerdo con una estimacion realizada en 2019 por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), [1] por lo que representa un problema mayor que afecta
directamente la salud, asi como, la calidad y la esperanza de vida de las personas

en la gran mayoria de los paises del mundo.

Las estimaciones del GLOBOCAN (Observatorio global de cancer) 2020
producidas por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés) indican que hubo 19.3 millones de casos nuevos de
cancer y casi 10 millones de muertes debidas al cancer en el afio 2020. Mas aun,
se estima que se presenten alrededor de 28.4 millones de casos nuevos a nivel
mundial en 2040, es decir, 47% mas casos que en 2020. [1] Estas cifras nos
permiten dimensionar la elevada tasa de mortalidad que es provocada por los

distintos tipos de cancer y la importancia de su tratamiento e investigacién.

El cancer consiste en un grupo de enfermedades que tienen como caracteristica
principal el crecimiento y propagacion descontrolada de células anormales. [2]
Las células normales, a diferencia de las células cancerigenas, creceran y se
reproduciran en el cuerpo segun sea necesario, y moriran al envejecer. En este
proceso, ejemplificado en la figura 1.1 a), la muerte de las células danadas es
programada por medio de mecanismos como la apoptosis antes de dividirse.
Cuando este proceso de destruccidn de células enfermas se ve afectado, las
células neopléasicas contintan dividiéndose sin interrupcion. Este crecimiento no
controlado, también conocido como proliferacion neoplasica, puede tener como

consecuencia que el nimero de células cancerosas sea mayor que el de células
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normales, como se muestra en la figura 1.1 b), lo que conlleva a un
funcionamiento erroneo de los genes vitales. Los tumores malignos se forman
cuando las células cancerosas logran formar masas, debido a su continua
division. Estos tumores estdn compuestos por diferentes tipos de células
cancerigenas que contribuyen a la heterogeneidad tumoral. [3] Cuando los
tumores no estan formados por células cancerigenas se les llama tumores

benignos.

a) Division celular controlada

/N
N\

I/ Célulanormal | ' Célula dafiada Muerte celular

b) Division celular no controlada

Célula normal . Célula neoplasica

Figura 1.1. a) Division celular controlada. La proliferacion celular de las células normales se detiene. b)

Division celular no controlada. Proliferacion neoplasica.
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Cada tipo de cancer recibe su nombre dependiendo de la parte del cuerpo en
donde éste se origind, sin importar si el cancer es metastatico, esto es que las
células cancerosas se diseminan a diferentes partes del cuerpo. Por lo anterior,
existe una gran variedad de tipos de cancer, los cuales pueden clasificarse de

manera muy general como canceres hematoldgicos o canceres de tumor sélido.

Los canceres hematologicos son aquellos en los que el cancer se desarrolla en
las células de la sangre. Algunos ejemplos de este tipo de cancer son la leucemia,
el linfoma y el mieloma multiple. Por otra parte, los canceres de tumor sélido son
todos los otros tipos de cancer que se originan en cualquier otro érgano o tejido
del cuerpo, por ejemplo, el cancer de mama, de pulmén y de préstata. [4]

En particular, los tipos de cancer que se presentan mayormente en mujeres son
el cancer de mama, cancer en los pulmones y bronquios, colon y recto, cuerpo
uterino y tiroides. Analogamente, en los hombres la mayoria de los tipos de
cancer acontecen en la préstata, los pulmones y bronquios, colon y recto y en la

vejiga urinaria. [5]

Los tratamientos mas comunes para combatir los diferentes tipos de cancer son
la quimioterapia, la radioterapia, cirugia y la inmunoterapia. [6] La quimioterapia
consiste en la implementacion de farmacos antineoplasicos para eliminar las
células cancerosas, la radioterapia utiliza radiacién para contraer los tumores
malignos y matar las células anormales, en la cirugia se remueve el tumor del
cuerpo, y en la inmunoterapia se suministran sustancias que brindan ayuda al

sistema inmunoldgico para combatir el cancer.

1.2. SUMINISTRO DE FARMACOS

Entre las terapias convencionales en las que se emplean farmacos para tratar el
cancer se encuentran la quimioterapia, la radioterapia interna y el uso de
inhibidores de puntos de control inmunoldgicos, el cual es un tipo de

inmunoterapia.



En el caso de la radioterapia interna, se coloca una fuente de radiacién liquida o
sdlida dentro del cuerpo del paciente. [6] A pesar de que la fuente de radiacion
se encuentra localizada en el tumor, la radiacion puede llegar a afectar las células
que se encuentren cerca de éste, teniendo como consecuencia efectos
secundarios tales como la pérdida de cabello, fatiga, diarrea entre otros. Esta
terapia puede ser empleada mediante el uso de radiofarmacos para poder lograr
que la radiacién solo perjudique a las células cancerigenas.

En inmunoterapia, los inhibidores de puntos de control inmunolégicos, también
llamados medicamentos de inmunoterapia, no atacan directamente las células
cancerosas. Estos farmacos evitan que las proteinas en la superficie de las
células inmunes se unan con otras proteinas en células cancerigenas, ya que

esta unién puede impedir que el sistema inmunoldgico elimine el cancer. [6]

La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer en el cual se suministran
farmacos antineoplasicos de manera oral o intravenosa con el objetivo de
eliminar o desacelerar el crecimiento y la propagacion de las células cancerosas.
Es utilizada para combatir la mayoria de los tipos de cancer que existen y puede
ser acompanada de otros tratamientos como la radioterapia o terapias de
hipertermia.

En este tipo de terapia los farmacos son administrados en dosis considerables y
actuan de manera indiscriminada dentro del cuerpo; en otras palabras, los
farmacos atacan tanto a las células cancerigenas como a las células normales.
Lo anterior tiene como resultado la aparicién de efectos secundarios, entre los
cuales se encuentran fatiga, Ulceras de boca, nauseas y pérdida de cabello, [6]
sin embargo pueden presentarse efectos de mayor gravedad como anemia
aplasica, problemas de fertilidad, problemas gastrointestinales agudos,
problemas nerviosos, neuropatia periférica y problemas en el higado. [4] Otra
consecuencia del suministro indiscriminado de los farmacos es el resultado poco
efectivo de la terapia, lo que lleva a la necesidad de incrementar la dosis, lo que
a su vez conlleva a un incremento en el costo del tratamiento y a los efectos

secundarios previamente mencionados.



La figura 1.2 muestra como la quimioterapia puede llegar a causar una gran
cantidad de efectos secundarios en distintas partes del cuerpo del paciente

debido a su administracién no localizada de los farmacos antineoplasicos.

Pérdida de cabello
Dolor

- Ulceras de boca

Problemas para respirar

Sistema inmunolégico
debilitado

Nausea y vomito

Diarrea

Heridas y sangrado

Neuropatia

Sarpullido

Figura 1.2. Efectos secundarios de la quimioterapia. [7]

Actualmente, se han realizado diversos estudios e investigaciones empleando
nanotecnologia para el transporte y liberacién de farmacos, con la intencién de
solucionar las limitaciones y dificultades presentes en las terapias
convencionales contra el cancer en las que es necesario la administracién de

medicamentos.

En particular, el uso de nanotecnologia para el transporte de farmacos
antineoplésicos ha demostrado ser una innovaciéon con gran potencial para el
desarrollo y ejecucién de quimioterapias efectivas que logren eliminar el cancer

en el paciente y evitar la aparicion de efectos secundarios no deseados.



1.3. NANOTECNOLOGIA Y NANOMATERIALES

Se le atribuye el término de nanotecnologia al area o campo de investigacion y
desarrollo que tiene como enfoque principal el disefio, la sintesis, la
caracterizacion y el aprovechamiento practico de los nanomateriales, los cuéles
son estructuras funcionales que cuentan por lo menos con una de sus
dimensiones en la escala nanométrica. La nanotecnologia también se dedica al
estudio y manipulacién de las propiedades de estos materiales en la escala de

los nandmetros en funcién de la aplicacion en la que se esté trabajando.

Cuando los materiales se encuentran a escala nanométrica se presentan nuevas
propiedades y fendmenos inusuales o diferentes a los que se esperarian obtener
cuando estan en bulto. Ademas, sus propiedades, sean magnéticas, mecanicas,
opticas, quimicas o bioldgicas, pueden modificarse y controlarse si se varia el
tamano y/o la forma. Un ejemplo comun de cémo la forma afecta directamente
las propiedades, y en consecuencia las aplicaciones del nanomaterial es el
carbono. Los fullerenos, el grafeno y los nanotubos de carbono son tres distintas
formas alotropicas de este material. Los primeros se encuentran en forma
relativamente esférica, los nanotubos, como puede inferirse por su nombre,
tienen forma cilindrica, y el grafeno se presenta en forma de lamina, esto se

muestra en la figura 1.3.

Figura 1.3. De izquierda a derecha. Estructura atomica de nanotubos de carbono, grafeno y fullerenos. [8]
Los fullerenos tienen aplicaciones como lubricantes, superconductores, en
dispositivos de grabacion, en catalisis quimica y en imagenes médicas. Los

6



nanotubos de carbono, por su parte, pueden utilizarse en memorias RAM,
sensores, ropa, volantes de inercia, nano-pinzas, entre otras. Mientras que el
grafeno debido a su alta conductividad térmica y eléctrica, alta elasticidad y
dureza, ligereza y menor consumo de electricidad es uno de los nanomateriales
de mayor interés en la actualidad para aplicaciones en componentes
electrénicos, pantallas flexibles, celdas solares, conductores eléctricos, sensores
y recubrimientos protectores. [9]

Un ejemplo del cambio de las propiedades de los materiales al modificar sus
dimensiones a nanémetros es el teluro de cadmio (CdTe). Este material en bulto
presenta una enorme dificultad para solubilizarlo, sin embargo, los puntos
cuanticos, QDs por sus siglas en inglés, de teluro de cadmio son solubles en
agua, mas aun, sus propiedades 6pticas también se ven modificadas, pues al ser
irradiados con luz ultravioleta sus colores son distintos a los que se observan si
son irradiados con luz blanca. [10]

Como se ha mencionado, los materiales a escala nanométrica presentaran
nuevas y distintas propiedades en funcién de su tamafno y forma. Una de las
propiedades de mayor interés debido a sus aplicaciones es el
superparamagnetismo, presente en algunas nanoparticulas, ya sean,
ferromagnéticas, ferrimagnéticas [11] o incluso en nanoparticulas de materiales

antiferromagnéticos. [12]

1.4. NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS

Las nanoparticulas superparamagnéticas, debido a efectos térmicos, presentan
un momento magnético cuya orientacién es inestable, no experimentando una
magnetizacion efectiva si no hay un campo magnético presente, sin embargo, en
presencia de un campo magnético externo, estas nanoparticulas muestran un
comportamiento magnético, asimismo, otra caracteristica importante es que sus
momentos magnéticos se alinean en direcciéon del campo magnético externo. [13]
Las nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro, también llamadas
SPIONSs por sus siglas en inglés, han sido estudiadas debido a sus propiedades



previamente descritas y han demostrado un uso efectivo en una gran variedad
de aplicaciones. [14] Las SPIONs son particulas formadas por cristales de 6xido
de hierro, las cuales pueden ser modificadas en su superficie para obtener o
adquirir estabilidad coloidal en un medio acuoso. [12] La figura 1.4 muestra una

representacion del nucleo, la coraza y una capa de agua.

Los 6xidos de hierro pueden encontrarse en la naturaleza en distintas formas,
como éxido de hierro (ll) (FeO), hematites (a-Fe203) y maghemita (y-Fe203). La
magnetita (Fe3Oa4) es el 6xido de hierro mas comun encontrado en la naturaleza
y también es el mas util, pues ya se ha utilizado en distintas aplicaciones en

diferentes areas de investigacion. [15]

Figura 1.4. Esquema representativo de la estructura de un SPION. Basado en la referencia [12]

Las SPIONs han sido de gran interés en la comunidad cientifica gracias a su
relativa baja toxicidad, y al hecho de que sus superficies puedan ser modificadas
con algun revestimiento que sea biocompatible, con la intencién de usarlas en

combinacién con moléculas terapéuticas, dirigidas y de imagen. [16]

Es necesario que las SPIONs reciban cierto revestimiento en su superficie,
normalmente se utilizan polisacaridos, para poder incrementar su estabilidad
coloidal, asi como su biocompatibilidad, de modo que puedan ser utilizadas en
aplicaciones biomédicas. [17] Este tipo de revestimientos evitan la tendencia que
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tienen las SPIONs a aglomerarse, lo cual previene un inconveniente importante
en aplicaciones in-vivo, pues la aglomeracion de nanoestructuras reduce su

estabilidad al dispersarse. [18]

Los polimeros aceptados por la administracion de medicamentos y alimentos de
los Estados Unidos, FDA por sus siglas en inglés, para ser utilizados en conjunto
con los éxidos de hierro son la policaprolactona (PCL), polietilenglicol (PEG),
acido polilactico (PLA), acido polilactico-co-glicélico (PLGA), dextrano, quitosano,

entre otros. [19]

Las propiedades fisicoquimicas y las interacciones bioldgicas de las
nanoparticulas dependen de sus estructuras, de ahi la importancia que tiene el
control en el tamafo y la morfologia de las nanoparticulas magnéticas de 6xido
de hierro para su uso en aplicaciones biomédicas. [20]

Por lo anterior, es facil ver que la sintesis de las nanoparticulas toma un papel
fundamental en las propiedades y posibles aplicaciones que podra tener el
nanomaterial, en particular las SPIONs. Existen dos aproximaciones para realizar
la sintesis de nanoestructuras, la aproximacion “ftop-down” (de arriba hacia abajo)
y la aproximacién “bottom-up" (de abajo hacia arriba). La primera consiste en
partir de material en bulto e ir removiendo material hasta obtener las
nanoestructuras. En la segunda, las nanoparticulas son sintetizadas al utilizar

procesos de nucleacién, esta puede ser homogénea o heterogénea.
1.5.  SINTESIS DE SPIONS

Es posible sintetizar nanoestructuras por diferentes métodos los cuales pueden
ser fisicos, quimicos o bioldgicos. [21] Entre los métodos fisicos se encuentran la
deposicién en fase gaseosa, ablacion por laser pulsado, pirdlisis inducida por
laser, molienda de bolas de potencia, litografia por haz de electrones vy
combustion. Los métodos quimicos consisten en coprecipitacion quimica,
reacciones oxidacion-reduccion, descomposicion térmica, microemulsiones vy
sintesis hidrotermal. Por ultimo, los biolégicos pueden realizarse utilizando
extractos de plantas u otros agentes biol6gicos. En este trabajo se hara uso del
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método de coprecipitacidbn quimica para la sintesis de nanoparticulas de

magnetita. También, oxidacion-reduccion en presencia de estructuras miceélicas.
Métodos fisicos
Deposicion en fase gaseosa

Este método de sintesis incluye la deposicion fisica de vapor (PVD por sus siglas
en inglés) y la deposicion quimica de vapor (CVD por sus siglas en inglés). [21]
En el primero, el material es convertido en vapor por medios fisicos, el vapor es
transportado a una regidén de baja presidn hacia el sustrato, luego, el vapor se
condensa en el sustrato para formar una pelicula delgada, [22] este proceso es

mostrado en la figura 1.5.
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Figura 1.5. Deposicion fisica de vapor (PVD). [22]

La figura 1.6 ejemplifica el proceso de deposicidbn quimica de vapor, la cual
consiste en introducir el material convertido en vapor a un horno que se encuentra
en condiciones de alta temperatura y baja presion o bien a presién atmosférica,
finalmente el vapor se condensa en el sustrato formando peliculas delgadas o

nanoparticulas finas.



Por razones evidentes, se busca sintetizar nanoestructuras con el menor riesgo
posible de que éstas se vean contaminadas durante el proceso, esto es debido a
que la pureza de las particulas resultantes es otro factor que determinara las
propiedades y la estructura del nanomaterial.

Gracias a que, en estados gaseosos, 0 en vapor, no se presentan impurezas o
contaminantes que, si surgen en la fase liquida, las nanoparticulas obtenidas por
deposicién en fase gaseosa suelen ser mas puras que aquellas resultantes por

métodos de sintesis en los que se involucra algun liquido. [21]
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Figura 1.6. Deposicion quimica de vapor (CVD). [23]

Ablacion por laser pulsado

Debido a que con esta sintesis es posible mantener de manera mas efectiva, en
comparacién con otras técnicas, condiciones como temperatura, presion y
densidad, se ha convertido en una técnica prometedora para producir
nanoparticulas en las que dichas condiciones se encuentren controladas. [21] El
proceso se muestra en la figura 1.7 y consiste en la ablacién del material por
medio de un laser que pasa a través de una lente, obteniendo como resultado la
nucleaciéon y el crecimiento de las nanoparticulas a partir de una reaccion

generada por el material que fue sometido a ablacion laser, el solvente y las
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particulas ionizadas del blanco que se forman en la pluma de plasma producida

por la misma ablacion. [21]

Laser
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|
|
k |
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| |
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{ |~ Agua desionizada
1 =
Pluma de plasma —Ff— ;L
+«~—1+—— Objetivo

Figura 1.7. Ablacion por laser pulsado. [24]

Pirdlisis inducida por laser

En este método, los gases precursores interactian con el Iaser al ser introducidos
dentro de una camara, luego, se generan altas temperaturas debido a la alta
potencia del laser, lo anterior provoca la nucleacion y el crecimiento de las
nanoparticulas. Por ultimo, las nanoparticulas son recolectadas después de
haber pasado por un filtro. [25] A pesar de que se producen nanoparticulas
pequenas con este método, su distribucion de tamanos es bastante amplia ya

que es dificil obtener nanoparticulas con tamanos uniformes. [21]

Molienda de bolas de potencia

En este proceso una mezcla de material en polvo es introducido en un molino
para después ser sometido a colisiones de alta energia contra las bolas de
potencia. [26] En el caso de las SPIONSs, se ha reportado que el uso de agua
fomenta la oxidacién de la molécula de hierro a diferentes tipos de 6xidos de

hierro en funcion del tiempo de molienda. [21]
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Litografia por haz de electrones

El método de litografia por haz de electrones es ejemplificado en la figura 1.8. Es
una técnica directa de escritura, que hace uso de un haz de electrones dirigido
hacia un material sensible a los electrones, este material es modelado o
estampado y desarrollado. [27] Se han reportado estudios en los que se ha
logrado sintetizar magnetita al implementar una ruta hidrotermal asistida por
aniones. Sin embargo, este método consume una gran cantidad de tiempo, tiene

un costo alto, limitaciones de resolucion, entre otras desventajas. [21]
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Figura 1.8. Litografia por haz de electrones. [27]

Combustion

Esta técnica, también conocida como sintesis de combustién en solucién, es
utilizada principalmente para sintetizar cerdmicos inorganicos y materiales
compuestos con propiedades controladas. [28] El proceso consiste en la
preparacion de una mezcla homogénea de reactivos precursores, la cual es
sometida a temperaturas superiores a los 1500°C, lo que conlleva a polvos

cristalinos a escala nanomeétrica. [21]
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Métodos quimicos
Coprecipitacion quimica

Este método de sintesis es uno de los mas utilizados para la fabricacién de
nanoparticulas magnéticas, en particular para SPIONs. Se utilizan, como
precursores, sales férricas y ferrosas disueltas en agua desionizada, luego se
anade una base de hidréxido de amonio y finalmente se agregan surfactantes
para la estabilizacion de las nanoparticulas. [29] La ecuacién quimica que

describe la reaccion, la cual es utilizada en esta tesis, es la siguiente:

Fe*2 + 2Fe*3 + 8OH" — FesOs + 4H20 [29] (1)

El método es resumido en la figura 1.9.

Fet? Fet3 Base
| | |

v oy v
— —

Fe*?| Fe*3

Figura 1.9. Método de coprecipitacion quimica.

Descomposicion térmica

En este proceso un compuesto organico de hierro es disuelto en un solvente
organico, generalmente en conjunto con &cido oleico. Luego, la mezcla anterior
es sometida a una temperatura de 110°C y a una constante agitacion por una
hora. Después se deja enfriar la solucién a temperatura ambiente y se deposita
en etanol. Por ultimo, se utiliza una centrifugadora para las nanoestructuras. [29]
Es posible producir nanoparticulas de 6xido de hierro con un tamaro alrededor
de los 15 nm haciendo uso de esta técnica. [21]
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Microemulsiones

Se utilizan dos microemulsiones de agua en aceite, la primera con las sales de
metal en la fase acuosa y la segunda con el agente precipitante también en la
fase acuosa. La segunda microemulsion es agregada a la primera gota a gota,
agitando constantemente y elevando la temperatura. En este método también se
utiliza una centrifugadora para obtener las nanoparticulas. [29]

Sintesis hidrotermal

En la sintesis hidrotermal, una mezcla de reactivos, que incluye una solucién
acuosa con FeCls, FeClz y un solvente organico, es introducida a una autoclave,
donde se resguardara una cierta cantidad de tiempo y se produciran las
reacciones a altas temperaturas y presiones [29]. Usualmente se utilizan
reactores que puedan soportar estas condiciones, esto representa una
desventaja del método, ya que dichos reactores tienen un costo
considerablemente alto. [21] La figura 1.10 presenta un esquema de uno de estos

reactores.

o - -

Sensor de temperatura

Controlador de temperatura

Calentador eléctrico

Figura 1.10. Sintesis hidrotermal. [30]
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Métodos biologicos

Las sintesis de SPIONs realizadas por medio de organismos bioldgicos tiene un
enfoque quimico y ecoldgico que relaciona directamente la nanotecnologia con
la biotecnologia. [31] Estos métodos perjudican en menor medida al medio
ambiente, sin embargo, las nanoparticulas resultantes pueden ser inestables, no
uniformes y con una aglomeracion mayor. [21] Los agentes biolégicos que
mayormente son utilizados pueden ser hongos, microorganismos, como las

bacterias, extractos de plantas, entre otras.

Los tipos de sintesis que se han mencionado son elegidos en funcién de
diferentes factores, que incluyen el costo, el equipo con el que se cuenta, la forma
y el tamafno deseado de las nanoparticulas y la aplicacién que se les pretende
dar. La capacidad de disefiar y manipular materiales a nanoescala de manera
que sus propiedades fisicas, biolégicas, quimicas, mecanicas, Opticas,
magnéticas o estructurales se vean mejoradas ha llevado a la nanotecnologia a
nuevos desarrollos e innovaciones en electronica, comunicaciones oépticas,
aplicaciones energéticas e industriales, mecanica, ciencia de los materiales,

quimica, fisica, sistemas biolégicos, biomedicina, entre otras.

En particular, las SPIONs, debido a sus propiedades, han tenido un amplio campo
de aplicacion en nanomedicina y biotecnologia. Las aplicaciones que en las que
se centrara esta investigacion son el transporte dirigido de farmacos con SPIONs

como nanoportadores y el uso de SPIONs en terapias de hipertermia magnética.

1.6. SPIONS PARA EL TRANSPORTE DE FARMACOS

Actualmente, los métodos convencionales utilizados para el tratamiento contra el
cancer generalmente incluyen cirugia, quimioterapia y radioterapia para eliminar
tumores malignos. [32] La quimioterapia es uno de los tratamientos mas
conocidos y es empleada para tratar la mayoria de los tipos de cancer que

existen, usualmente se realiza en conjunto con algun otro método.
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El implemento de sistemas de transporte dirigido de farmacos ha sido una
estrategia mejorada para la utilizacion de farmacos antineoplasicos en
quimioterapias, gracias a que permiten realizar el tratamiento con menores dosis
terapéuticas y reducir el riesgo o la gravedad de los efectos secundarios que
pueden presentarse durante las quimioterapias. [33] Las nanoestructuras
portadoras de carga, conocidas también como nanoportadores, son las
encargadas de llevar los farmacos en estos sistemas de transporte dirigido. Los
nanoportadores pueden ser polimeros, lipidos, silice y metales. [34] Los mas
conocidos y utilizados actualmente se muestran en la figura 1.11, estos son los
liposomas, micelas, dendrimeros, nanoparticulas de silice mesoporoso,
nanoparticulas de oro, nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro,
nanotubos de carbono y los puntos cuanticos. [35] Las micelas son de especial
interés en esta tesis. Como se representa en la figura 1.11, una micela es una
estructura de moléculas anfifilicas que se agregan espontaneamente en una
vesicula esférica, donde la parte hidrofébica de las moléculas se encuentra en el
interior de la micela, y el extremo hidrofilico en la superficie exterior de la

estructura.
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Figura 1.11. Nanoportadores utilizados en sistemas de transporte dirigido de farmacos. [35]
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Las principales ventajas exhibidas al hacer uso de nanoparticulas en sistemas de
transporte dirigido se enlistan a continuacioén [36]:

1. Es relativamente sencillo alterar el tamario y la superficie de carga de las
nanoparticulas.

2. Es posible controlar la liberacion de los medicamentos al alterar las
propiedades de la matriz.

3. Los nanoportadores no permanecen en el cuerpo ya que generalmente
estan hechos de sustancias biodegradables.

4. Los efectos de los farmacos quedan completamente obstruidos durante la
traslacion del mismo gracias a la excelente encapsulacion de los
nanoportadores.

5. Permiten un suministro de farmacos 6ptimo debido a que, por su tamario,
pueden acceder al area objetivo a través de pequefos capilares.

6. Los nanoportadores son disefiados de manera que sean capaces de ser
transportados via oral, nasal, parenteral y ocular. [36]

Los nanoportadores pueden transportar los farmacos de manera pasiva o activa.
En un tumor se producen nuevos vasos sanguineos en un proceso llamado
angiogénesis, dando lugar a estructuras desordenadas en las que se producen
huecos entre las células endoteliales entre 100 y 800 nm. [37] [38] Esto hace que
los compuestos de tamafio nanométrico tiendan a acumularse en estos huecos
dando lugar al efecto de retencion y permeabilidad enaltecida (EPR por sus siglas
en inglés). Dada esta acumulacion preferencial, la formulacion de farmacos con
nanoestructuras provoca una guia pasiva del farmaco. En el transporte activo, el
farmaco debe unirse a una molécula guia que presente una gran afinidad por la
regién diana que permita un reconocimiento especifico. [39] Un tercer tipo es el
transporte teledirigido, en donde los nanovectores son guiados al area objetivo

por medio de un campo magnético externo.

Freeman et al. introdujeron por primera vez la idea de utilizar materiales
magneéticos en conjunto con campos magnéticos en medicina en el afo 1960,

[35] sin embargo, la teoria de la nanomedicina comenzé a finales de la década
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de 1990. [34] En los ultimos afos, el desarrollo de nanoestructuras magnéticas y
superparamagnéticas se ha visto acelerado debido a los avances en
nanotecnologia y biologia celular molecular, [40] y a que sus propiedades han
permitido el desarrollo y estudio de sistemas de transporte dirigido con alta
efectividad y resultados prometedores.

Algunos ejemplos de casos de éxito de lo anterior son Zhang y sus
colaboradores, quienes sintetizaron con éxito SPIONs funcionalizadas con acido
poliacrilico con el fin de transportar bleomicina en ensayos in vitro, y probaron
que éstas evitaban el crecimiento del tumor in vivo. [41] Por otro lado, Nguyen et
al demostraron que las SPIONs pueden ser utiles como sistemas de transporte
para incrementar concentraciones de farmaco, esto al acumular magnéticamente

en un tumor mitoxantrona. [42]

Las nanoparticulas superparamagnéticas cuentan con propiedades que les
permiten ser dirigidas dentro del cuerpo humano mediante la aplicacion de un
campo magnético externo, [43] lo que las vuelve excelentes nanoportadoras de
carga para tratamientos en nanomedicina, y en particular, nanoportadoras de

farmacos en terapias contra el cancer.

Los farmacos que se han utilizado para el transporte con nanoportadores son la
doxorrubicina (DOX), paclitaxel, cisplatino, gemcitabina, metotrexato, docetaxel,
sorafenib y mitomicina C. [44]

Luna y colaboradores llevaron a cabo experimentos in vitro basados en dos
niveles de lineas celulares, [45] los cuales consistian en colocar bandejas
porosas dentro de los pozos de una bandeja de 12 pozos, luego, colocaron
monocapas de células A-431 en las bandejas porosas y en el fondo de los pozos,
para después introducir las nanoestructuras de magnetita cargadas con
paclitaxel.

En estos experimentos, el tiempo de exposicion de las SPIONs a un iman de
neodimio fue de 1 minuto, ubicado en la parte superior de la bandeja (nivel
superior) o debajo del pozo de cultivo (nivel inferior), y luego se retird el iman.

19



Encontraron que las nanoestructuras pueden afectar solamente a las células que
se encuentran en la proximidad del iman (nivel superior o nivel inferior) y que las
nanoparticulas pueden re-dispersarse en un medio acuoso al remover el campo
magneético externo, dando como resultado una actividad antiproliferativa mayor
en estas circunstancias debido a que la movilidad de las SPIONs decrece cuando
hay una fuerza producida por el iman, lo que reduce la eficiencia en la absorcidn
del farmaco por las células que estan en contacto con las nanoestructuras. [45]

Generalmente las nanoparticulas de magnetita no son toxicas para el cuerpo
humano, presentando una nula o débil citotoxicidad en experimentos in vitro con
concentraciones menores a 10 mg/ml y largos tiempos de incubacion (varios
dias). [46] Ademas, se ha comprobado que pueden prevenir agregacién de
proteinas. [47] En esta investigacidn no se realizaron estudios de toxicidad para
las muestras sintetizadas, ya que la toxicidad de las NPs de magnetita ha sido
muy estudiada en la literatura.

1.7. SPIONS PARA HIPERTERMIA MAGNETICA

La baja toxicidad sistémica y el hecho de que pueda realizarse en una ubicacién
especifica del cuerpo hacen que la hipertermia magnética sea una alternativa
conveniente para el tratamiento del cancer, normalmente en conjunto con

quimioterapia o radioterapia. [48]

La hipertermia magnética como terapia contra el cancer es una técnica no
invasiva que consiste en aumentar la temperatura del tumor en un rango entre

los 42°C a los 46°C, siendo 36-37°C la temperatura promedio del cuerpo. [49]

En esta técnica, un campo magnético externo con alta frecuencia es aplicado,
luego, las nanoparticulas magnéticas (MNPs), o superparamagnéticas,
convierten la energia absorbida del campo en calor por medio de pérdidas
magnéticas. [49] Estas pérdidas de energia suceden en el proceso de inversion
de la magnetizacién de la nanoparticula. En particulas magnéticas monodominio
este proceso puede tener lugar mediante procesos de relajacion de Néel y/o de

Brown.
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La figura 1.12 muestra una representacion de la relajacion de Néel y la relajacién
Browniana. En la primera, los momentos magnéticos rotan dentro de una
nanoparticula magnética estacionaria, mientras que, en la Browniana, las

nanoparticulas rotan junto con los momentos magnéticos. [50]
a b \
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Figura 1.12. Relajacion de Néel y relajacion Browniana. [50]

Los pardmetros que afectardn directamente el tratamiento de hipertermia

magnética son enlistados a continuacion: [51]

i.  La frecuencia del campo magnético
i. Eltamano de la nanoparticula
ii.  La morfologia de la particula
iv.  La viscosidad
v. Interaccién dipolar
vi.  Anisotropia en la eficiencia de calentamiento

vii.  El Efecto del revestimiento con ligandos organicos [51]

La hipertermia magnética fue propuesta por primera vez en 1957 por Gilchrist y
colaboradores, al desarrollar la idea de inyectar nanoparticulas magnéticas de
6xido de hierro (MIONSs) en los canales linfaticos con la intencion de calentar
células cancerigenas utilizando un campo magnético alterno, AMF. [52]
Generalmente se utilizan SPIONs en este tratamiento por su baja toxicidad. Se
han reportado investigaciones en las que se utilizan MNPs para realizar
tratamientos de hipertermia magnética en animales, obteniendo buenos
resultados, mostrando una disminucién considerable en el tamafio del tumor

después de que se aplicara el tratamiento. [53]
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Particularmente, se han realizado diversos estudios que evallan la eficacia de
las nanoparticulas de magnetita para tratar cancer de pulmén, de cerebro,
préstata, de mama y de higado con hipertermia magnética. [54] A pesar de esto,
se ha reportado que son necesarias altas concentraciones de nanoparticulas de
oxido de hierro entorno al tumor para realizar exitosamente un tratamiento
térmico contra el cancer, debido a la poca transferencia de calor que presentan
las NPs de magnetita. [55] La produccion suficiente de calor de las SPIONs para
eliminar tumores malignos dependera de su estructura cristalina y tamarno, por lo
que se puede realizar un postproceso con el objetivo de mejorar sus propiedades

de calentamiento. [56]

Una manera de cuantificar la cantidad de calor generado es por medio de la tasa
de absorcion especifica, SAR por sus siglas en inglés. EI SAR esta definido como
el calor generado por unidad de masa del material magnético y por unidad de
tiempo bajo un campo magnético de corriente alterna. [57] La férmula para

calcularlo es la siguiente:

SAR =

Cqo (AT
Pa( ) @

Mynp At

Donde p es la densidad del coloide, My;nyp €s la concentracién de las NPs

magnéticas en la suspensién, C, es el calor especifico del agua y AT /At es la
velocidad de calentamiento. [57] Naturalmente, se busca mejorar el SAR de las
nanoestructuras, por lo que se han realizado investigaciones en donde se
selecciona el nanomaterial magnético adecuado, al controlar el tamafno de su
nucleo, la composicién de la particula, su forma y su coraza, ya que lo anterior
tiene un efecto en la susceptibilidad magnética, en la magnetizacién de

saturacién, anisotropia magnetocristalina y el tiempo de relajacion. [58]

1.8.  JUSTIFICACION DE ESTA INVESTIGACION

Como se vio en la seccién 1.1, el cancer representa uno de los mayores

problemas de salud publica a nivel mundial, siendo una de las principales causas
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de muerte en una gran cantidad de paises, segun estudios realizados por la
Organizacion Mundial de la Salud y el Centro Internacional de Investigaciones
sobre el Cancer. Las terapias convencionales que tienen como fin el tratamiento
del cancer, suelen llevar consigo efectos secundarios importantes y no siempre
resultan efectivas en su totalidad. Esta es la razon por la que, actualmente, se
han realizado diversas investigaciones en donde se hace uso de la
nanotecnologia para la mejora de estas terapias, o bien, el desarrollo de nuevos

tratamientos contra el cancer.

En esta investigacion se buscara contribuir con el desarrollo de nanoestructuras
multifuncionales de magnetita capaces de realizar un transporte dirigido por
medio de un campo magnético externo hacia un objetivo en especifico dentro de

un medio acuoso con membranas porosas como barreras.

Lo anterior se realizara con el fin de probar dos sistemas de nanovectores,
magnetita con micelas DDAB y magnetita con acido oleico y Pluronic F-127, que
puedan ser propuestos para mejorar y resolver los problemas presentes en las

quimioterapias convencionales que son utilizadas en gran medida actualmente.

Una innovacién que se pretende efectuar en este trabajo es el estudio y
comparacién de la eficacia del proceso realizado aplicando campos magnéticos
externos de manera continua o pulsada, es decir, variando los tiempos de
exposicion y no exposicién a dicho campo, tomando como antecedentes los
resultados reportados por Luna y colaboradores, los cuales fueron mencionados
en el apartado 1.6.

Por ultimo, se busca que las nanoestructuras puedan ejecutar tratamientos de
hipertermia magnética antes o durante la liberacion de la carga en la zona
localizada, por lo que se realizaran estas mediciones con un campo magnético
externo de corriente alterna con un valor fijo para la frecuencia y la amplitud del
campo magnético.
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El propésito de este trabajo de tesis es desarrollar nanoestructuras
multifuncionales para probar su potencial aplicacién en multiterapias localizadas

y efectivas para el tratamiento del cancer.

1.9. HIPOTESIS

La capacidad de los SPIONs funcionalizados de traspasar membranas porosas
puede incrementarse reemplazando la aplicacibn de campos magnéticos
continuos por la aplicaciéon de campos magnéticos pulsados, y esta capacidad
depende de sus estabilizadores coloidales y susceptibilidad magnética.

1.10. OBJETIVOS

1.10.1.  Objetivo general

Sintetizar y caracterizar SPIONs con diferentes estructuras de ligandos, y probar
su potencial de traspasar barreras bioldgicas mediante la aplicacién de campos
magnéticos constantes o pulsados, y de irradiar calor bajo el estimulo de campos

magnéticos de corriente alterna.
1.10.2.  Objetivos especificos

i.  Sintetizar nanoestructuras de magnetita funcionalizadas con acido oleico,
Pluronic F-127 y micelas DDAB

i. Determinar las fases cristalinas y el tamano del cristal de las SPIONs al
realizar estudios de patrones de difraccion de rayos X (XRD) de las

muestras.

ii. Recopilar informacién sobre los enlaces quimicos de las corazas
organicas de las nanoestructuras usando espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR).

iv. Analizar las propiedades magnéticas de las muestras haciendo

mediciones con un magnetémetro.
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vi.

Vii.

viii.

Caracterizar las muestras llevando a cabo estudios de microscopia
electrénica de transmision (TEM) con el fin de obtener informacién de la

estructura cristalina y morfologia de las nanoestructuras.

Medir la pérdida de peso de las SPIONs al aumentar la temperatura

(analisis termogravimétrico) para determinar su composicion.

Estudiar las transiciones electronicas por medio de espectroscopia UV-
Vis.

Realizar ensayos con membranas porosas, implementando campos
magnéticos con diferentes configuraciones (en forma continua y pulsada),

para la localizacién magnética de las nanoestructuras.

Incrementar la temperatura de las SPIONs con un valor fijo para la
frecuencia y la amplitud del campo magnético.

Comparar la eficacia del proceso llevado a cabo por los sistemas de

nanoestructuras sintetizados.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. DISTINTOS TIPOS DE MAGNETISMO

En teoria electromagnética clasica, de la ley de Faraday se puede inferir que las
fuerzas magnéticas de los electrones de un material se veran afectadas cuando
es aplicado un campo magnético externo en dicho material. [59] La ley de
Faraday es una de las ecuaciones de Maxwell y puede expresarse en forma
integral o diferencial. Su forma diferencial es la siguiente

0B
VXE=—-—— (3)
dt

Donde E es el campo eléctrico, B es el campo magnético y t es el tiempo. Esto

se lee como el rotacional del campo eléctrico igualado al negativo de la derivada

con respecto al tiempo del campo magnético.

A partir de la ley de Faraday también se puede concluir que se generara una
fuerza electromotriz, f.e.m. o voltaje, con la variacién en el tiempo del flujo

magnético, el cual se define como la integral de superficie del campo magnético.

Es claro que las reacciones a este fenomeno dependeran del tipo de material que
se esté estudiando, ya que su estructura atébmica y molecular, asi como el
momento magnético neto de los atomos, determinaran el tipo de magnetismo que

el material pueda experimentar. [59]

Los principales tipos de comportamiento magnético que se encuentran en la
materia son el diamagnetismo, ferromagnetismo, ferrimagnetismo,
antiferromagnetismo y paramagnetismo. Veremos que a escala nanomeétrica
existen estructuras que exhiben un tipo diferente de magnetismo, llamado
superparamagnetismo, del cual se hablara a detalle mas adelante.
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La propiedad fundamental encontrada en una sustancia magnética es la
magnetizacion, la cual es generada por los electrones de dicha sustancia y ésta
puede ser una propiedad intrinseca del material, o bien, puede ser inducida por
un estimulo externo, como lo es un campo magnético externo. [60] Cabe
mencionar que cualquier sustancia de materia es magnética, es decir, todos los
materiales presentaran algun comportamiento magnético de los mencionados

anteriormente al tener interaccién con un campo magnético externo.

El vector magnetizacion esta definido en electrodinamica clasica como el

momento dipolar magnético por unidad de volumen, este concepto es analogo al
de polarizacion en electroestatica. EI momento dipolar magnético m de un

circuito cerrado, esta definido de la siguiente forma

m=I[da (4)

Donde I es la corriente eléctrica y da es el diferencial del vector de area del

circuito. En el caso de las nanoparticulas de magnetita, y todas las SPIONs, es
necesario hacer uso de un campo magnético externo para que éstas puedan

presentar un comportamiento magnético, es decir la magnetizacion es inducida.

La magnetizacién también se vera afectada por el campo magnético externo
aplicado y por la susceptibilidad magnética de cada material. La susceptibilidad

magnética depende de la temperatura segun la ley de Curie-Weiss [61]
Xm == (5)

Donde y,, es la susceptibilidad magnética, C es la constante de Curie, T es la
temperatura y A es la constante de Weiss. Si el término AC, a veces escrito como

T o 8, esigual a cero, el material exhibird un comportamiento paramagnético,

si es mayor a cero, describira el comportamiento de un material ferromagnético

a temperaturas por encima de la temperatura de Curie y en el caso contrario,
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cuando es menor a cero, describira el comportamiento de un material
antiferromagnético a temperaturas por encima de la temperatura de Néel.

Como se ha mencionado, existen ciertos efectos o fendmenos que ocurren en los
atomos del material que hacen que éste exhiba sus propiedades magnéticas,
especificamente se debe al movimiento de los electrones alrededor del nucleo y
al espin intrinseco de cada electron. [62] Dependiendo de lo anterior se podra
definir cada uno de los tipos de magnetismo que existen en la naturaleza. Las

caracteristicas principales de cada uno de ellos son descritas a continuacion.
Diamagnetismo

Se dice que un material es diamagnético si éste manifiesta una susceptibilidad

magnética negativa. [62] Lo anterior puede observarse en la figura 2.1, donde se

ejemplifica el comportamiento de una grafica del médulo de la magnetizacion (M)
contra el médulo del campo magnético externo (H). La susceptibilidad magnética,

la cual se denota como y,,,, es la pendiente de la recta M = y,,, H.
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0000
0000
0000

B — »H

Figura 2.1. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material diamagnético.

En la figura 2.1 se muestra una representacion de los dtomos del material cuando
el campo magnético es igual a cero, en esta condicién los dtomos no tienen
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momento magnético. Esto es debido a que los materiales diamagnéticos puros
no tienen electrones desapareados, de modo que todo electrén tiene una pareja
cuyo momento magnético compensa al suyo. Ante la aplicacion de un campo
magnético excitador, tienden a repeler el campo magnético, ya que éstos
producen un campo inducido en direccidon contraria al campo magnético externo

que se esté aplicando. [59]

El diamagnetismo es un efecto cuantico propio de cada atomo y molécula, por lo
tanto, todo material lo posee, sin embargo, debido a que es mucho mas debil que
el ferromagnetismo o paramagnetismo, pasa desapercibido en los materiales

ferromagnéticos y paramagnéticos. [62]
Paramagnetismo

Como se puede ver en la figura 2.2, la susceptibilidad magnética en un material
paramagnético es positiva. Cuando no se aplica un campo magnético (H = 0 Oe)

la magnetizacidén es cero, al igual que en el diamagnetismo, sin embargo, los

atomos del material si tienen momentos magnéticos.

Figura 2.2. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material paramagnético.
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En la figura 2.2 se puede observar que los momentos magnéticos de los atomos
de un material paramagnético no tienen una direccion especifica. La
magnetizacion tiene este comportamiento debido a que los momentos
magnéticos de los atomos no interactian entre si en los materiales
paramagneticos. Ademas, a una temperatura diferente del cero absoluto, la
energia térmica hace que vibren los momentos atémicos, careciendo de una

orientacién estable en ausencia de campos magnéticos. [59]

Con la aplicacion de un campo magnético, los atomos se comportan como dipolos
magnéticos, por tanto, en estos materiales, la magnetizacion exhibe una relacion
lineal con el campo magnético. De este modo, mientras mayor sea la magnitud
del campo magnético externo que se esté aplicando, mejor alineados se
encontraran los momentos magnéticos en la direccidon del campo y vibraran
menos debido a la agitacidén térmica, por tanto, mayor sera la magnetizacion del

material.

Al retirar el campo, las direcciones de los momentos regresaran a tener una

alineacion aleatoria y a vibrar debido a la agitacion térmica.
Antiferromagnetismo

En el caso de los materiales antiferromagnéticos, los momentos magnéticos de
dos subredes de atomos se encuentran ordenados de manera antiparalela,
debido a la integral de intercambio magnético, teniendo como consecuencia que

el momento magnético neto sea cero. [63]

Lo anterior se muestra en la figura 2.3, donde, en este ejemplo, la primera red de
atomos tiene momentos magnéticos en direccién hacia arriba mientras que la

segunda red presenta sus correspondientes momentos en direccidén contraria.

Debido a la alineacibn de sus momentos magnéticos, la susceptibilidad
magnética del material o sustancia va a tender a disminuir hasta llegar a un punto

especifico hasta alcanzar la saturaciéon. Este tipo de magnetismo esta presente

en sales de iones tales como Fe™3, Mn*?2 y Gd*3. [64]
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Figura 2.3. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material antiferromagneético.

La respuesta de la magnetizacion en presencia de un campo magnético es lineal
y presenta una susceptibilidad magnética positiva, como en el paramagnetismo,

pero considerablemente baja, como en el diamagnetismo.

La temperatura de Néel es la temperatura a la cual los compuestos magnéticos
experimentan la transicion de fase antiferromagnética. [65] Anadlogo a la
temperatura de Curie en ferromagnéticos, por encima de la temperatura de Néel

existe una transicion de antiferromagnetismo a paramagnetismo.
Ferromagnetismo

El prefijo ferro en “ferromagnetismo” hace referencia al hiero, pues el primer caso
observado de un material con magnetismo permanente fue la piedra iman, que
es un mineral de hierro natural, llamado magnetita, [66] presente como material
en bulto. Mas adelante se explicard como el tamano de las particulas de
magnetita afecta directamente a sus propiedades magnéticas.

Este tipo de magnetismo sucede cuando los atomos se encuentran alineados en
una red y ademas existe una interaccién entre momentos magnéticos que hace

que tiendan a alinearse paralelamente los unos a otros. [67]
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En los materiales ferromagnéticos, la presencia de un campo magnético externo
afecta de forma diferente a la magnetizacion, a diferencia del comportamiento
lineal exhibido en el diamagnetismo y en el paramagnetismo. Esto se ejemplifica
en la figura 2.4.

La curva roja en la figura 2.4 representa el aumento de la magnetizacién al aplicar
un campo magneético H y se le conoce como curva de primera imanacion. Si la
magnitud del campo decrece, la magnetizacion del material ferromagnético
también decrecerd, pero mantendra un valor alto aun cuando H = 0, esto se

conoce como magnetizacion permanente. [68]

anh /

Figura 2.4. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material ferromagneético.

Se puede observar que, si el campo magnético comienza a tomar valores

negativos, la magnetizacion de igual manera tendera a ser negativa hasta llegar
a un punto de saturaciéon. Si H vuelve a ser cero y después vuelve a tomar su
valor maximo, la magnetizacion aumentara su valor como se ve en la figura 2.4,

hasta llegar a un punto de saturacion en esa direccion. A este comportamiento
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se le conoce como lazo de histéresis [68] y es representado con la curva color
azul de la figura 2.4.

Los momentos magnéticos en este tipo de magnetismo se encuentran todos
alineados a cierta direccidn, en regiones llamadas dominios magnéticos, aun
cuando no se encuentran en presencia de algun campo magnético externo. La
regién limite entre dos de estos dominios magnéticos con distintas orientaciones
de magnetizacion recibe el nombre de pared de dominio magnético. [69] El ancho

de la pared de dominio se puede estimar con la siguiente ecuacion

72 /A K, 6

D. =
° .LloMs2

Donde 4., es la constante de intercambio magnético, K; es la constante de

anisotropia magnética y M es la magnetizacién de saturacion. [70] Al aplicar el

campo los momentos magnéticos tenderan a alinearse en la direccion de éste.

La alineacion de los momentos magnéticos es debida a la interaccion de
intercambio magnético, pues ésta forzara a los momentos individuales a tomar
una direccion paralela (ferromagnetismo) o antiparalela (antiferromagnetismo) en
relacion con sus vecinos. [71] Esta interaccién fue estudiada por Heisenberg y es
descrita por la siguiente ecuacién

Eox = —2J.S;S; cos ¢y, )

Donde E,, es la energia de la interaccién de intercambio, ]gc es la integral de
intercambio magnético, S;, S; son los médulos de los espines y ¢;; es el angulo
entre los espines.

La integral de intercambio magnético determinard si un material tendra
comportamiento ferromagnético o antiferromagnético, esto debido a que para el

. ij : ij
primero, el valor de /., es mayor a cero, mientras que, para el segundo, /., es
menor a cero.
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Un material magnético pierde su orden colectivo a una temperatura critica
conocida como la temperatura de Curie, sin importar la fase magnética especifica
en la que se encuentre. [72] Por lo que es una transicién de un comportamiento

ferromagnético a uno paramagnético. [73]
Ferrimagnetismo

En el caso de los materiales que exhiben este tipo de magnetismo, sus momentos
magneéticos se alinean de manera similar a los de los antiferromagnéticos, de
modo que éstos se oponen entre si; sin embargo, los momentos antiparalelos no
se cancelan entre si y, ademas, en ausencia de campo externo, por debajo de la

temperatura de Néel se presenta una magnetizacién espontanea. [74]

El ferrimagnetismo es comun en los materiales conocidos como ferritas y en
algunos ceramicos; éste surge en sistemas donde se utilizan dos tipos de iones
magnéticos, [75] por lo que este tipo de magnetismo solo ocurre en compuestos,
los cuales tienen estructuras cristalinas mas complejas en comparacién con los
elementos puros. El Unico material de un elemento puro que es
antiferromagnético es el caso del cromo, que es el que presenta este
comportamiento con una temperatura de Néel de 311 K. [66] Lo anterior sucede
en el caso de la magnetita, en donde los iones magnéticos son Fe3* (ion férrico),

y Fe?* (ion ferroso).
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Figura 2.5. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material ferrimagnético.
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La Figura 2.5 ejemplifica la respuesta de la magnetizacion cuando se aplica un
campo magnético externo y la alineacion de los momentos magnéticos en un
material ferrimagnético, donde se puede observar que éstos no se cancelaran,

dando lugar a una magnetizacién espontanea similar al ferromagnetismo.
2.2. SUPERPARAMAGNETISMO

En este capitulo se habl6 sobre el ferromagnetismo y las principales propiedades
que caracterizan a este fenomeno, como la alineacibn de los momentos
magnéticos de sus atomos, su magnetizacién permanente y la respuesta de la

magnetizacién en presencia de un campo magnético externo.

También se mencion6 que la magnetita, como material en bulto, es
ferrimagnética. Sin embargo, cuando reducimos el tamano de la magnetita, o
cualquier otro material ferromagnético o ferrimagnético, a escala de nanémetros,
su susceptibilidad magnética incrementa abruptamente por debajo de la
temperatura de Curie. [76] A este otro tipo de magnetismo se le conoce como

superparamagnetismo.

El superparamagnetismo es una de las propiedades mas utiles e importantes que
han surgido con la implementacion de nanoparticulas magnéticas, teniendo como
consecuencia aplicaciones potenciales prometedoras en el a&rea biomédica como
lo son el transporte dirigido de farmacos, hipertermia magnética, imagenes de

resonancia magnética, biosensores, termoablacidn y bioseparacion. [77]

En la presente investigacién se aprovechara esta propiedad magnética de las
SPIONSs, en particular de la magnetita, para realizar experimentos de hipertermia

magnética y transporte dirigido de farmacos.

El tamano de las nanoparticulas afectara de manera directa a la magnetizacién
del nanomaterial, [78] debido a la transicidon de particula multidominio a una
monodominio, y el régimen superparamagnético de las nanoparticulas

monodominio. [79] En las nanoparticulas superparamagnéticas no se generara
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magnetizacion residual alguna después de que se aparte el campo magnético

-®:-0
Monodominio

Multidominio

aplicado.

Figura 2.6. Transicion de una particula multidominio a monodominio.

De acuerdo con la teoria de dominios magnéticos, la magnetizacion local de una
particula ferromagnética puede dividirse en una gran cantidad de dominios
magnéticos separados por paredes o barreras de dominio cuando ésta se
encuentra por debajo de la temperatura de Curie.

Se dice que una particula es monodominio cuando su tamafno es menor al
diametro critico, [70] el cual estd dado por la misma expresién que estima el
ancho de la pared de dominio magnético (ecuacién 6).

En la figura 2.6 se ejemplifica como una particula se vuelve monodominio al
reducir su tamano, de tal manera que sea mas pequena que las paredes de

dominio magnético.

Este concepto de dominio magnético fue postulado por Frenkel y Dorfman en el
ano 1930; la magnetizacion dentro de cada dominio es uniforme, pero varia en
cada uno de ellos debido a la separacién ocasionada por las paredes de dominio.
[80]

Se sabe que los materiales magnéticos en bulto estdn compuestos por dichos
dominios, mientras que, en el caso de los nanomateriales esféricos con un

36



diametro entre los 20 nm y hasta cientos de nandmetros pueden ser
monodominio. [80]

Se conoce como anisotropia magnética a la dependencia direccional que tienen
las propiedades magnéticas de un material. [81] Se puede asumir que las
nanoparticulas con diametros de entre 10 nm a 150 nm, dependiendo del
material, pueden satisfacer la ecuacibn de energia de anisotropia de
monodominio para una nanoparticula con geometria esférica descrita por la

siguiente ecuacion [82]

E(a) = —KV cos?(a) (8)

Donde «a es el &ngulo formado por el vector magnetizacién y el eje paralelo a la
direccion para la cual es mas facil magnetizar al material, llamado eje facil, V es
el volumen de la particula y K es la constante de anisotropia magnética uniaxial.
[82] Es facil ver que la ecuacioén se reduce a su valor minimo E = —KV cuando

a es igual a 0° o 180°.

M
e

- Eje facil

Energia

0 mi2 i d

Figura 2.7. Barrera de energia de anisotropia. [83]
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En la figura 2.7 se presenta un esquema de la energia libre de una nanoparticula

monodominio con un eje de anisotropia magnética uniaxial, [83] cuando la
energia térmica en las MNPs es mayor a la barrera de energia E = —KV surge

el superparamagnetismo.

En los materiales superparamagnéticos, las fluctuaciones térmicas causan una
desmagnetizacién espontanea de un montaje saturado dando como resultado

cero coercitividad y la ausencia de histéresis. [84]

Esto puede observarse en la figura 2.8, la cual solo muestra una curva, a
diferencia de la figura 2.4, donde se forman dos curvas debido al fenomeno de

histéresis presente en un material ferromagnético.

Ma

TV

Figura 2.8. Comportamiento de la magnetizacion en respuesta de un campo magnético externo en un

material superparamagnético.

La figura 2.8 también nos brinda informacion sobre los valores maximos y

minimos que tomara la magnetizacién. Las particulas superparamagnéticas
alcanzaran una magnetizaciéon de saturacién cuando el campo H tienda tanto a

valores positivos como negativos.
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El comportamiento magnético de las particulas superparamagnéticas esta
descrito por la funcion de Langevin [84]

M = ¢pnML(0) = pmMscoth (%) 9)

Donde M es la magnetizacion, ¢, es la fracciéon volumétrica de las particulas y

¢ es el parametro de la funcién de Langevin L({) definido de la siguiente forma

mH

= — 10
T (10)

Donde m es el momento magnético de la nanoparticula, H es la magnitud del
campo magnético externo, k es la constante de Boltzmann (1.3806 x 10723] /K)

y T es la temperatura.

De la ecuacion (9) vemos que la direccidn del vector magnetizacién determina la
energia magnética de un momento magnético. Esta energia magnética es
minimizada en ciertas direcciones, las cuales reciben el nombre de direcciones

de anisotropia. [85]

El fisico francés, Louis Néel, formulé la expresidn que define al tiempo de

relajacion de las particulas magnéticas monodominio con una energia de

excitacion térmica kT acercandose a la energia de barrera anisotrépica, para el

caso AE = KV [86]

T = 1oy elE/KT (11)

Donde T,y es una caracteristica del tiempo que depende de la temperatura y de
otros parametros del material, [86] T es el tiempo de relajacion, AE es la energia
de anisotropia, k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura. A la
temperatura en la cual la energia térmica iguala a la energia de la barrera

anisétropa se le llama temperatura de bloqueo, Ty. Las nanoparticulas
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magnéticas monodominio entran en el régimen superparamagnético a

temperaturas mayores a esta temperatura critica T},.

Las nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro manifiestan este
fenémeno magnético, por lo que, en presencia de un campo magnético externo
estas nanoparticulas se magnetizan hasta la magnetizacion de saturacién, y al
remover el campo, no exhiben interaccibn magnética residual. [87] Esta
propiedad magnética de las SPIONs ha generado un especial interés para su
aplicacién tedrica y practica en distintos campos de investigacion, especialmente
en nanomedicina y aplicaciones biolégicas.

De modo que sea posible plantear u otorgarle a las SPIONs alguna de las
aplicaciones previamente mencionadas es necesario definir sus propiedades,
principalmente las estructurales, morfologicas, magnéticas, entre otras. Para esto

se utilizan distintas técnicas de caracterizacion de nanomateriales.

2.3. MODELO DE DIFUSION PARA SPIONS

El modelo matematico de difusion y adveccidn puede describir el comportamiento
que tendran las nanoestructuras superparamagnéticas en ensayos in vitro o in

vivo. A partir de la ley de Stokes se puede definir la fuerza hidrodindmica de

arrastre denotado por Fp [88] [89]
Fp = 6mua(v — vy) (12)

Donde u es la viscosidad dinamica del fluido en el que se encuentra la particula,

a es el radio hidrodinamico de la particula, v es la velocidad del fluido y v es la

velocidad de la particula.

Para particulas nanométricas, las fuerzas gravitacional, boyante y de
sustentacién son despreciables en comparacion con la fuerza magnética. El

efecto de inercia de la particula puede omitirse debido a su poca masa. Por lo

que la velocidad dependera unicamente de la fuerza magnética, Fp = F 4.
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. l;‘mag
6rua

\" + vf = Vinag + V¢ (13)

Sin embargo, para los experimentos realizados en este trabajo, la velocidad del

medio fluido es cero, por lo que v = v,,,. La fuerza magnética esta descrita por
la siguiente férmula
|m|

Frag = W (B-V)B (14)

donde m es el momento magnético de la particula y B el campo magnético. Para

particulas de magnetita de didmetro menor a 30 nm, como en este caso, la fuerza

es superparamagnética por lo que se usa la funcion de Langevin [90] para

relacionar m con B. [91]

_ MgeB

1
IB] L(IBI), L(IB|) = coth(e|B|) — ==, € =

e|B|’ kT

Siendo my,; la magnetizacion de saturacion de la particula, la cual esta dada por

4ma3
Mgqr = PMsqt T (16)

Donde p es la densidad de las particulas magnéticas y Ms,; es la magnetizacién

de saturacion de la masa. Entonces la fuerza en una particula

superparamagnética es [91]

_mL(BD o meL(B)
(B-V)B = T

S

mag — |B| V(|B|2) (17)

Para campos suficientemente débiles se puede aproximar

EMgyt
Fiog = %V(IBIZ) (18)
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Luego, para un iman cilindrico con altura 2d y radio Ry, €l campo magnético

axial independiente del angulo en r = 0 para cualquier altura estara dado por

Z z—2d
B(0,z) = By - (19)

\/ZZ + R,Znag \/(z —2d)? + ernag

Donde By es la fuerza del iman y z la altura desde la superficie del iman. [92] Las

componentes en r y z del campo magnético en un iman cilindrico estan dadas

por las siguientes aproximaciones [93]

p?\ [0%B,(0, 2)
B,(r,z) = B,(0,z) — 21 a2 + - (20)

Br(T,Z)z—(E) [aB 2(0, Z)] ( )[%‘ . (@)

Por tanto, el médulo del campo magnético al cuadrado sera
IB|?2 = (B,(r, z)) + (B,(r, z)) (22)

Como el campo magnético solo depende de z y r entonces

EMgqr d .
Fhag = ——— (IBI )f +

(23)

Por lo tanto, la velocidad unicamente tendra componentes en z y r. Ahora, La
ecuacion de difusiéon y advecciéon puede derivarse a partir de la ecuacion de

continuidad.
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dc

V.IZ_E

(24)
Donde c¢ es la concentracién de las particulas y J = Jgir + Jagy- En estos
modelos, el coeficiente de difusion total es la suma de los coeficientes de difusidén
por el movimiento Browniano y por la sangre. Como en los experimentos de esta
tesis no se utilizé sangre, no se tomard en cuenta el segundo. Debido al

movimiento Browniano de las particulas el coeficiente de difusién sera [91]

kT

D =
6rua

(23)

Donde T es la temperatura absoluta y k es la constante de Boltzmann. Entonces,
por la ley de Fick, [94] el flujo de difusién es J4ir = —DVc. Mientras que el flujo

de adveccién esta dado por J,qy = CV. Sustituyendo lo anterior se tiene

9]
V-(—=DVc +cv) = _O_C; (26)

Por la propiedad distributiva del producto escalar y reacomodando términos se
llega a la ecuacién [95]

dc

™ + V- (cv) = DV?c (27)

2.4. CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES

La sintesis y caracterizacion de nanomateriales es un area de investigaciéon
activa, [96] debido a la gran cantidad de campos de aplicaciéon en los que la
nanotecnologia puede ser implementada como solucion a los problemas

presentes en la actualidad. El uso y las aplicaciones potenciales que se les puede
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otorgar a las nanoparticulas son determinadas a partir de las propiedades que
éstas presenten. [97]

Los nanomateriales pueden ser caracterizados en estado sélido, liquido o
gaseoso, segun sea el caso, para obtener informacién sobre su tamano,
composicidn quimica, cristalinidad, area superficial, morfologia, carga superficial

y concentracion.

Las nanoparticulas se dice que tienen caracteristicas o propiedades activas, ya
que sus propiedades fisicoquimicas son capaces de cambiar segun el entorno
fisico que lo rodea, el proceso de sintesis efectuado, entre otros factores. [98] Es
por esa razdn que es necesario realizar distintas técnicas de caracterizacion para
describir las propiedades que las nanoparticulas adquieren al ser sintetizadas por
distintos métodos o con diferentes reactivos.

Existen dos factores principales que han hecho que se deba estandarizar y
desarrollar técnicas confiables para determinar las propiedades de las
nanoestructuras. El primero es el determinar y asegurarse que el material que se
sintetizé fue el propuesto, y el segundo es la necesidad de anticipar los posibles

efectos adversos que pudiera tener algun nanomaterial. [99]

Actualmente, los métodos de caracterizacion morfoldgicas, estructurales,
Opticas, de tamafio y de area superficial son los mas utilizados para el analisis de
las propiedades fisicas y quimicas de nanoestructuras. [100] Realizando estos
estudios es posible verificar que se sintetiz6 con éxito las nanoparticulas
propuestas, ya que las propiedades estructurales y morfoldgicas son propias de

cada nanomaterial.

La morfologia de las nanoparticulas generalmente es de mayor interés debido a
la influencia que ésta tiene en la mayoria de las propiedades que presenta el
nanomaterial. [101] Existen distintos métodos para obtener las propiedades
morfoldgicas, los mas utilizados son las microscopias electrénicas, ya sean de

barrido o de transmision y la microscopia de fuerza atomica. [102]

44



Otra razén por la que se deben caracterizar las nanoestructuras es para poder
justificar el aprovechamiento practico que se le pretende otorgar al material, o
bien, poder proponer nuevas aplicaciones hipotéticas con base a las
caracteristicas que éste presenta. Para poder obtener un perfil de las
propiedades requeridas del nanomaterial es necesario utilizar diferentes técnicas
de caracterizacién. [103]

Las técnicas de caracterizacién principales para definir las propiedades de
nanoparticulas de magnetita son la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), difraccion de rayos X (XRD), microscopia electronica de
transmision (TEM), microscopia electrénica de barrido (SEM), analisis de rayos
X de energia dispersiva (EDX), dispersion dinamica de luz (DLS), magnetémetro
de muestra vibrante (VSM) y dispositivos superconductores de interferencia
cuantica (SQUID). [104]

En ocasiones también es necesario realizar mediciones de espectroscopia UV-
Vis para definir las propiedades 6pticas de la magnetita, y en caso de necesitar
informacion mas especifica sobre su microestructura, se pueden utilizar diversas
técnicas en el TEM, como lo son la microscopia electronica de transmisién y
barrido (STEM) o la microscopia electronica de transmision de alta resoluciéon
(HRTEM).

En caso de que se realicen experimentos para alguna aplicacién potencial
bioldgica o biomédica, serd necesario conocer la toxicidad de las nanoparticulas
que interactuaran con el medio biolégico. Las normas regulatorias usualmente
tienen como base las propiedades toxicolégicas de materiales en bulto, sin
embargo, estos efectos pueden no aplicar para materiales a nanoescala. [105]

Por lo que se han realizado caracterizaciones tanto de propiedades quimicas
como fisicoquimicas de diversos nanomateriales para determinar si son
candidatos para ser empleados en algun proceso que involucre interaccion con
el cuerpo humano, por ejemplo. La principal complicaciéon que ocurre en este tipo
de caracterizaciones biolégicas de nanoestructuras es el entendimiento de la

complejidad de las interacciones entre el material y las células. [106]
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La sintesis y caracterizacién de nanomateriales son de suma importancia en las
areas de investigacion de ciencia e ingenieria de materiales. [107] Los resultados
obtenidos en cada técnica de caracterizacion, principalmente en XRD y TEM, nos
ayudaran a concluir si las muestras utilizadas son del nanomaterial que se

planteaba sintetizar.

En caso contrario, se debera identificar el error cometido durante la fabricacion y
corregir el proceso de sintesis realizado. Por lo que caracterizar nanoparticulas
también nos beneficia para poder optimizar y realizar mejoras en los procesos de
obtencién. [108]

En el siguiente capitulo se describira el proceso de sintesis llevado a cabo para
la obtencidn de las nanoestructuras de magnetita pura o funcionalizadas, ya sea
con &cido oleico, Pluronic F-127 o micelas DDAB, y se hablara mas a detalle
sobre las técnicas de caracterizacion de difraccion de rayos X, espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, microscopia electrénica de transmisién,
mediciones magnéticas y espectroscopia UV-Vis. Estos métodos de
caracterizacion se utilizaron en esta investigacion para definir las propiedades

estructurales, morfoloégicas, magnéticas y dpticas de las SPIONs.

46



3. METODOLOGIA

3.1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados en la presente investigacion para efectuar la sintesis de
las nanoparticulas de magnetita (Fe;0,) puras y funcionalizadas son enlistados

a continuacion:

= Cloruro férrico (FeCl;, > 99.9%, J. Baker)
= Cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl, - 4H,0, > 99.9%, J. Baker)

» Hidréxido de amonio (NH,OH, solucién de NH; al 28.9% en H, 0, Sigma-
Aldrich)

= Hexano (CH;(CH,),CHj, > 99.0%, Sigma-Aldrich)

= Acido oleico (C;gH340,, < 99.0%, Sigma-Aldrich)

» Borohidruro de sodio (NaBH,)

=  Pluronic® F-127 (Poli (6xido de etileno) — Poli (6xido de propileno) — Poli
(6xido de etileno), Sigma-Aldrich)

» Micelas bromuro de didecil dimetilamonio (DDAB)

= Agua bidestilada

= Alcohol etilico (absoluto, 99.95%)
= Acetona (RA)

Estos reactivos se utilizaron para realizar la obtencién de las nanoestructuras
mediante el método de sintesis de coprecipitacion quimica, el cudl fue descrito
en la seccién 1.5 y es descrito en la siguiente seccion para las nanoestructuras
de magnetita con o sin surfactantes.
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3.2. SINTESIS DE NPS DE MAGNETITA

3.2.1. NPs de magnetita (Fe3Os)

Para la preparacion de nanoparticulas de magnetita sin carga de farmacos y sin
acido oleico (AO) como recubrimiento, se siguié el siguiente procedimiento.
Primero se prepard una solucién de 0.50 g (0.0031 mol) de cloruro férrico

anhidrido (FeCl;) y 0.30 g (0.0015 mol) de cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl, -

4H,0) disueltos en 20 ml de agua destilada a 70 °C con agitacion magnética

durante 20 minutos.

Después se anadié 3 ml de una solucién de hidréxido de amonio (14 M) a la
solucién a 70 °C y se mantuvo la agitacidén magnética durante 15 minutos. Se
decant6 la muestra con un iman de neodimio y se hicieron tres lavados con 30

ml de agua destilada. La reaccion llevada a cabo en la sintesis es la siguiente

Fe?* + Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (28)

Las nanoparticulas de magnetita resultantes se muestran en la figura 3.1.
Finalmente, se prepararon dos rejillas TEM y muestras para XRD, FTIR, UV-Vis
y magnetometria.

Figura 3.1. Nanoparticulas de Magnetita.
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3.2.2. NPs de Fe3O4 con AO

Para sintetizar nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido oleico se
siguieron dos procedimientos para fines de comparacion. En el primero se agreg6
el &cido oleico después de que se formaran las NPs de magnetita en agitacién
magnética, mientras que, en el segundo, se introdujo el AO antes de afadir el

hidréxido de amonio en agitacion mecanica.

Para el primer caso, se prepar6 una solucion de 0.50 g (0.0031 mol) de cloruro
férrico anhidrido y 0.30 g (0.0015 mol) de cloruro ferroso disueltos en 20 ml de

agua destilada a 70 °C con agitacién magnética durante 20 minutos.

Figura 3.2. Solucién de Cloruro férrico, cloruro ferroso y agua destilada.

Luego, se afadié 3 ml de hidroxido de amonio y se dejoé reaccionar la muestra en
agitacion por 15 minutos. Se decant6 la muestra con un iman de neodimio y se

realizaron 3 lavados con 30 ml de agua destilada.
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Figura 3.3. Formacion de NPs de magnetita.

Después de los lavados, se disolvio la muestra en 20 ml de agua y posteriormente
se agrego 0.4 g de &cido oleico en agitacidn, se incrementé la temperatura a 80
°C durante 10 minutos en agitacién y se observé la separacion de fases en la

muestra.

Figura 3.4. Separacion de fases.
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Se removio el agua y se disperso la muestra en 10 ml de hexano, teniendo como
resultado un ferrofluido. Se prepararon las rejillas TEM y las muestras para DRX,
FTIR, UV-Vis y magnetometria.

Figura 3.5. NPs de magnetita con &cido oleico, primer caso.

Para el segundo caso, se prepar6 la solucién de 1.5 g
(0.0093 mol) de cloruro férrico, 0.9 g (0.0045 mol) de
cloruro ferroso y 60 ml de agua destilada, luego se afadié
1.2 g de &cido oleico en agitacion mecénica y se calenté
la muestra a 70 °C. Después se agregd 9 ml de la solucion
de hidréxido de amonio y se dejo reaccionar la muestra

por 15 minutos en agitacién mecanica.

Figura 3.6. Separacion de fases en agitacion mecanica.
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Se decant6 la muestra con un iman y se hicieron los lavados de la misma forma
que en el primer caso. De igual manera se dispersé la muestra en hexano y se

prepararon las muestras para cada técnica de caracterizacién.

Figura 3.7. NPs de magnetita con &cido oleico, segundo caso.

3.2.3. NPs de Fe3O4 con AO y Pluronic F-127

Para la sintesis de las NPs de Fe;0, recubiertas con AO y Pluronic F-127 sin
carga de farmacos se prosiguié de manera similar al caso anterior. Primero se
prepard una solucién de 1.5 g (0.0093 mol) de cloruro férrico anhidrido, 0.9 g

(0.0045 mol) de cloruro ferroso y 60 ml de agua destilada.

Figura 3.8. Medicion del cloruro férrico y cloruro ferroso.
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Luego se anadio 1.2 g de acido oleico en agitacidén mecanica por 20 minutos a
70 °C. Después se agregd 9 ml de hidroxido de amonio (28.9%) y se dej6

reaccionar la muestra por 15 minutos en agitacion.

Figura 3.9. Solucién con acido oleico antes y después de anadir hidréxido de amonio.

Se dejo6 enfriar la muestra a temperatura ambiente y se anadi6é 1 g de Pluronic F-
127 previamente disuelto en 10 ml de agua destilada. Luego de 20 minutos de
agitacion mecanica, se purifica la muestra con un lavado de 30 ml de agua y tres
lavados de acetona (30 ml por lavado). Por ultimo, se prepara la rejilla TEM y

muestras para las caracterizaciones.

Figura 3.10. NPs de magnetita con &cido oleico y Pluronic F-127.
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3.2.4. NPs de Fe3O4 con Micelas DDAB

Modificando la sintesis anterior sustituyendo la presencia de AO y Pluronic F-127
por micelas DDAB no se formaron nanopatrticulas de magnetita. Por ello, para la
sintesis de las nanoestructuras de magnetita y micelas se sigui6é el siguiente
procedimiento. Primero se disolvieron 250 mg (0.0006 mol) de micelas de
bromuro de didecil dimetilamonio (DDAB) en 10 ml de agua bidestilada.

Después, se afnadieron 83 mg (0.0005 mol) de cloruro férrico anhidrido y 50 mg
(0.0003 mol) de cloruro ferroso previamente disueltos en 10 ml de agua

bidestilada a 70 °C con agitacion magnética durante 10 minutos.

De forma simultanea, se prepar6 una solucién de 2 ml de borohidruro de sodio
(NaBH,) con concentracién de 9.6 M en agua bidestilada, agregando 726 mg de

borohidruro de sodio y agua hasta alcanzar un volumen de 2 ml.

Figura 3.11. NPs de magnetita con micelas.

Finalmente, a la solucidon de hierro con micelas se le anadieron 0.3 ml de la
solucién acuosa de NaBH, y se mantuvo en agitacion durante 15 minutos, para

luego decantar la muestra y realizar los lavados correspondientes. En esta
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sintesis propuesta por primera vez en este trabajo, se obtuvieron nanoparticulas
de magnetita a pesar de que el NaBH, es un potente agente reductor. Este agente
probablemente reduzca a los iones Fe3*y Fe?* a Fe?* y Fe?, respectivamente, los
cuales vuelven a oxidarse a Fe3* y Fe?* al entrar en contacto con moléculas de
O:2 disueltas en el agua durante la efervescencia de la reacciéon. También se
espera que, en la reaccion llevada a cabo en esta sintesis, la solucién de NaBH,

y agua produjera una gran cantidad de OH™. [109]

NaBH, + H,0 — BH; + NaOH + H, (29)

Luego, al reaccionar el hidréxido con los iones de hierro (I1) y hierro (lll), se logré
obtener las NPs de magnetita siguiendo la reaccion tipica del método de
coprecipitacién quimica (Ecuacion 28).

3.3. CARACTERIZACION EXPERIMENTAL

3.3.1. Caracterizacion estructural

Difraccion de rayos X (XRD)

La técnica de difraccion de rayos X también es referida como dispersion de rayos
X de angulo ancho, WAXS por sus siglas en inglés, y permite recopilar
informacion sobre el ordenamiento cristalino de los atomos de la muestra. [110]
Ademas de definir la estructura cristalina del nanomaterial, el estudio de patrones
de difraccion de rayos X nos permite conocer la naturaleza de su fase, los
parametros de red y el tamario del grano. [111]

El tamafo promedio del cristal en una direccidn cristalografica especifica puede
calcularse de forma aproximada mediante la ecuacion de Scherrer: [112]

D = kA 30
hkl_BhleOSH (30)
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Donde Dyy; es la longitud de coherencia media perpendicular a los planos
cristalogréficos, k es el factor de forma, usualmente tomado como 1 0 0.9, A es
la longitud de onda de los rayos X, Byy; es el ancho completo a la mitad del

maximo y 8 es el angulo de difraccién en el cual ocurre el pico maximo.

En este método, un haz de rayos X es dispersado por el arreglo periédico de los
atomos de la muestra debido a las interacciones entre los fotones del haz y los
electrones del material. Una interferencia constructiva y destructiva de este haz
es causada al irradiar las estructura atémica de un material cristalino con rayos
X, dando como resultado un patrén de difraccion unico. [113] Esto se ejemplifica
en la figura 3.12.

Figura 3.12. Esquema de XRD. [114]

La difraccién de los rayos X por un cristal es descrita por la ley de Bragg [113]

2dsin 8 = nA (31)

Donde d es la distancia entre planos cristalinos, 8 es el angulo de incidencia, A

es la longitud de onda del haz y n es un numero entero. Como la longitud de onda

del haz es conocido y el &ngulo de incidencia puede ser medido, la ley de Bragg
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nos permite calcular la distancia que existe entre cada plano cristalografico del

material.

Esta técnica de caracterizacion muestra como resultado un difractograma que
deberd interpretarse para determinar las propiedades estructurales de las

nanoparticulas. La figura 3.13 es un ejemplo de un difractograma
correspondiente a nanoparticulas de magnetita (Fe;0,), donde el angulo esta

dado en grados y la intensidad en unidades arbitrarias.

Fe,O, NP
= Fe 30. 00-019-0629

Q
(311)

0.8+

0.6 4

220)
(440)

511)

0.4 4

Intensidad (u.a.)
(400)

422)

0.2 4

ooJ“»*MM\WM,H’W{WMF Yo '*mum.g'rww‘fw[ ] gl

20

Figura 3.13. Difractograma correspondiente a NPs de magnetita. [115]

En la presente investigaciéon, los patrones de difraccién de rayos X de las

muestras de cada tipo de nanoestructuras fueron medidos por un difractémetro

Empyrean de PANalytical equipado con un detector Xceleratory radiacion Cu Ka

con una longitud de onda de 1.5418 A Las longitudes de coherencia media (MCL,

por sus siglas en inglés) perpendiculares a los planos cristalograficos de las
nanoestructuras se calcularon aplicando la ecuacién de Scherrer (Ecuacion 30),

con el ancho completo a la mitad del maximo.
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Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas para
aplicaciones biomédicas. [116] En patrticular, la espectroscopia infrarroja (IR) y la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) son herramientas
muy utiles para estas aplicaciones, ya que brinda informacidn sobre los enlaces

quimicos de las muestras a estudiar de forma simple.

La espectroscopia infrarroja se basa en la absorcidén de la luz infrarroja por las
moléculas de una muestra segun sus modos de vibracién. [117] En esta técnica,
se mide la variacién de la intensidad de un laser, que interactia con la muestra,
en funcién de la frecuencia. La espectroscopia FTIR es una variacion de la IR,
debido a que en este método se incorpora un interferometro al espectrofotdmetro
utilizado para IR.

La figura 3.14 muestra un esquema de un espectrofotdmetro FTIR en donde se
implementa un interferémetro lo cual tiene como consecuencia la divisién del

laser incidente.

Espejo fijo
Divisor de haz
| ( Fuente de IR
|
\'\\ ' —
- Laser
Espejo en Diodo laser
movimiento
Muestra

Detector

Figura 3.14. Esquema de un espectrometro FTIR. [118]
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En este trabajo se utilizd6 un espectrometro de transformada de Fourier Nicolet
510 para realizar las mediciones obtenidas por espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier. Las muestras de las nanoestructuras se mantuvieron

suspendidas en pastillas de bromuro de potasio (KBr) durante la caracterizacion.

3.3.2. Caracterizacion morfologica

Microscopia electronica de transmision (TEM)

El fisico aleman Ernst Ruska recibié el premio Nobel de Fisica en el afio 1986
gracias al disefio del primer microscopio electrénico de transmisién, aunque la
invencion del mismo tuvo lugar en el afilo 1931 en compania del cientifico Max
Knoll. ElI microscopio electronico ha representado una de las invenciones
cientificas mas determinantes y de mayor importancia para el estudio y desarrollo
de nanomateriales, [119] por lo que ha tomado un papel crucial en los avances y

nuevas aplicaciones en distintas areas de investigacion de la nanotecnologia.

Lo anterior se debe a las ventajas que exhibe la microscopia electrdénica de
transmision en comparacion con otras técnicas de caracterizacién; por ejemplo,
su gran precisidn para determinar propiedades morfolégicas y cristalinas de
materiales a escala nanométrica, incluyendo las imagenes de alta resolucién. La
informacion obtenida en el TEM dependera de la variedad de detectores que

disponga el microscopio.

Los principales sistemas o partes que constituyen a un microscopio electrénico
son el sistema optico, voltaje, la fuente de electrones, vacio con la columna,
refrigeracion, el sistema electrénico y los detectores. [120] la figura 3.15 muestra
un diagrama esquematico de un microscopio electrénico, donde se pueden
apreciar los diferentes tipos de lentes que se utilizan y su distribucién en el

microscopio.

En los microscopios electronicos de transmision, los electrones son acelerados a
altos voltajes (entre 80 y 300 kV) y se enfocan en un haz uniforme gracias a las

lentes condensadoras. Luego, el haz de electrones atraviesa la muestra, algunas
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partes del haz se difractaran y otras se transmitiran. Las lentes de objetivo
enfocan los haces transmitidos para formar la imagen. Finalmente, la imagen es

magnificada por la lente intermedia y la lente proyectora. [121]

Para la caracterizacion morfoldgica de las nanoestructuras de magnetita, se
trabajo con un microscopio FEI-TITAN 80-300 kV operando con un voltaje de
aceleracion de 300 kV para la obtencion de las imagenes de microscopia

electrénica de transmision.

Lente condensadora 1 C @

Lente condensadora 2 [

J

] Apertura del condensador

Lente de objetivo superior c ]
Muestra

Lente de objetivo inferior [ Apertura del objetivo

Lente de difraccion [

3

Lente intermedia [
(Magnificacion)

Lente proyectora [

Figura 3.15. Esquema de un microscopio electrénico de transmision. [119]

Se colocé una gota de suspension coloidal diluida en agua destilada sobre rejillas
de cobre recubierta de carbono. Para poder recopilar mas informacién sobre la
microestructura de las muestras, se utilizaron imagenes de campo claro (BF),

campo oscuro (DF), difraccion de electrones de area seleccionada (SAED),

60



microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM), asi como

espectrogramas de composicion quimica (EDS).

3.3.3. Caracterizacion optica

Espectroscopia UV-Vis

En general, las mediciones en la region UV-Vis son realizadas en modo de
absorbancia, transmitancia, reflectancia y fotoluminiscencia. La espectroscopia
UV-Vis en ocasiones también es conocida como espectroscopia electrdnica,
debido a que esta relacionada con la excitacién de los electrones de los atomos.
[122] Esta técnica de caracterizacion es utilizada para el estudio de las

propiedades Opticas de nanomateriales.

La ley de Beer-Lambert, la cual gobierna el principio de la espectroscopia UV-Vis
nos dice que cuando un haz de luz monocromatica atraviesa una solucién de
alguna sustancia absorbente, la tasa de decrecimiento de la intensidad de la
radiacion con el espesor de la solucion absorbente es proporcional a la radiacidén
incidente y a la concentracion de dicha solucion. [123] Esta ley relaciona la

concentracion molar con la absorbancia del material con la siguiente expresion

Ay = €,CxL (32)

Donde A, es la absorbancia, €, es el coeficiente de absorciéon molar, Cy es la

concentracion molar de la sustancia y L es la longitud del trayecto de la luz a

través de la muestra. [124]

La espectroscopia UV-Vis, como su nombre lo sugiere, esta relacionada con la
regién de luz ultravioleta (UV) y de luz visible. En la regién visible, la absorcion o
la reflectancia detectada tendra un efecto de manera directa en el color exhibido

por el elemento quimico involucrado. [125]

En la figura 3.16 se muestra un diagrama esquematico del funcionamiento y los
componentes de un espectrémetro utilizado para el procesamiento de datos en

espectroscopia UV-visible.
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Figura 3.16. Esquema de la espectroscopia UV-Vis. [126]

Con el fin de determinar las propiedades Opticas de las nanoestructuras
obtenidas, se realizaron mediciones de su absorbancia. En la presente
investigacion, se utilizé un espectrofotometro UV-visible Thermo Nicolet 60S. Se

utilizé un rango de 200 a 1100 nm con un paso de 1 nm.
3.34. Caracterizacion magnética

La caracterizacion magnética de un nanomaterial es efectuada haciendo uso de
un magnetdmetro, el cual es un sensor capaz de medir la intensidad de un campo
magneético, por esta razén también es llamado sensor magnético. [127] Este
instrumento también brinda informacién sobre la direccién del campo y define las
propiedades magnéticas de materiales, tanto en bulto como en la nanoescala, en

funcion del tiempo, del campo magnético aplicado y de la temperatura. [128]

En este trabajo de investigacion se utilizé un sistema de medicidén de propiedades
magnéticas 7 Teslas de Quantum Design para analizar las propiedades
magneéticas de las nanoestructuras sintetizadas. Se graficaron las curvas de
magnetizacion isoterma contra el campo magnético a temperaturas de 4K, 50K,
100K, 150K, 200K y 300K con un campo magnético aplicado méaximo de 90 kOe.

Se obtuvieron las graficas correspondientes a las curvas de enfriamiento con
campo cero (ZFC, por sus siglas en inglés) y las curvas de enfriamiento con
campo (FC, por sus siglas en inglés) para analizar las dependencias térmicas de

la magnetizacion.
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Para las curvas de enfriamiento con campo cero (ZFC), las muestras se enfriaron
a 4 K sin la aplicacién de un campo magnético. Luego, se aplicé un campo de 50
Oe aumentando gradualmente la temperatura desde los 4 K hasta temperatura
ambiente. Por ultimo, para las curvas FC se volvieron a enfriar las

nanoestructuras hasta los 4 K aplicando un campo magnético de 50 Oe.

3.3.5. Mediciones de hipertermia magnética

Hipertermia magnética

Para realizar las mediciones de hipertermia magnética, se utilizé un sistema
Ambrell Easy-heat LI 3542 de 4.2 kW para incrementar la temperatura de las
nanoestructuras de las muestras MOP2 y MM1. Las mediciones se llevaron a
cabo a una frecuencia de 282 kHz y se aplicé un campo magnético con una
amplitud de 20 mT. Se calculd el SAR utilizando la siguiente férmula

SAR =

Cq, (AT
Pla ( ) (33)

Mynp At

La cual se explicé con mayor detalle en el apartado 1.7.
Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente es un analisis
tecnoldgico que tiene la capacidad de detectar la mayoria de los elementos
guimicos a escalas de los miligramos hasta los nanogramos por litro. [129]

En esta técnica, al nebulizar las muestras liquidas, se crea un aerosol que es
transferido al plasma de argén. Luego, el plasma atomiza y ioniza la muestra,
generando iones que son extraidos hacia unas lentes electrostaticas llamadas
Opticas de iones, las cuales guian el haz de iones hacia el analizador de masa.
El analizador de masa separa los iones de acuerdo a su razén de masa-carga

para finalmente ser medidos en el detector. [130]
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En esta tesis, se utilizd esta técnica para determinar la cantidad de hierro (Fe) en
miligramos en las muestras MOP2 y MM1, con el fin de obtener la concentracion
de hierro en las nanoestructuras y poder calcular los respectivos valores para el
SAR de las muestras en las mediciones de hipertermia magnética.

3.3.6. Medicion del diametro hidrodinamico

Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica es una técnica de medicién dptica que se utiliza
para caracterizar sistemas dispersos. Esta técnica evalua fluctuaciones de alta
frecuencia en la luz dispersa, la cual refleja la dindmica de procesos
microestructurales. El principal resultado que muestra es la distribucion de
intensidad-peso del diametro hidrodinamico de las particulas. [131]

Es comun que, al dispersar nanoparticulas en un medio liquido, se adhieran, a
las superficies de éstas, capas eléctricas dipolares, las cuales influirdn en el
movimiento de las nanoparticulas. Por lo anterior, la mayoria de las veces, el
diametro hidrodindmico medido en la dispersion de luz dindmica es mayor al

diametro de la particula medido en TEM. [132]

En esta investigacion se midieron los valores de los diametros hidrodinamicos de
las nanoestructuras de las muestras MOP2 y MM1, las cuales fueron utilizadas

para los ensayos de localizacibn magnética con membranas porosas.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

4.1.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La Figura 4.1 muestra los difractogramas correspondientes a los seis tipos de
muestras sintetizadas, la magnetita pura (M1), magnetita con &cido oleico
agregado después del agente reductor (MO1), la muestra MO1 con Pluronic F-
127 (MOP1), magnetita con acido oleico agregado antes de la reaccion (MO2),
la muestra MO2 con la adiciéon del Pluronic F-127 (MOP2) y magnetita con
micelas DDAB (MM1).

En todas las muestras se observan los picos caracteristicos reportados para la
magnetita asociados a las familias de planos cristalograficos {220}, {311}, {400},
{422}, {511} y {440} que corresponden a la fase cristalina cubica centrada en las
caras de la magnetita, JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards)
19-0629, grupo cristalino Fd3m N° 227.

IDifralcltogramas de Ias muestras

(311)
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—M1
MO1
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rnpd | Mt g | Pt afternd o g e M g e A g gt i 'Jr"‘:l. R e AN S =
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20 (°)

Figura 4.1. Difractogramas de las muestras de magnetita.
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Haciendo un ajuste Lorentziano al pico mas intenso de cada difractograma
obtenemos el ancho completo a la mitad del maximo, By, para cada una de las

muestras. Con lo anterior, y utilizando la ecuacién de Scherrer, se puede calcular

cada longitud de coherencia media perpendicular a los planos cristalograficos,
D1, tomando en cuenta que se utilizé una longitud de onda, A de 0.15418 nm

en todos los casos.
La distancia entre planos cristalograficos, dy;, en una estructura clbica esta
dada por la siguiente férmula,

a
d =
SN/

(34)

Donde a es el parametro de red. Despejando a y aplicando la ley de Bragg, para

n = 1, obtenemos la siguiente expresion,

_ AWhZ+ k2412

— (35)
¢ 2sin @

De esta forma, es posible calcular el parametro de red promedio de la estructura
a partir de los angulos en los que ocurren los picos de difraccion obtenidos

experimentalmente.

Los procedimientos descritos anteriormente se aplicaron para los difractogramas
de cada una de las muestras. A continuacién, se presentan los resultados

obtenidos a partir de los célculos.
Muestra M1

La Figura 4.2, muestra el ajuste Lorentziano para el pico de difraccién de mayor
intensidad, el cual corresponde a la familia de planos cristalograficos {311}. En la

figura también se ven los valores para By y 26.
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(311)

e -M1

— Ajuste Lorentziano
268=35.378°+ 0.003° '

B =0.8586° % 0.0164°
hid
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34 345 35 35.5 36 36.5 37
28(°)

Figura 4.2. Ajuste Lorentziano para la muestra M1.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, Bpy;, es 0.8586°
que es igual a 0.0150 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.378°, o bien, 0.6175 rad. Sustituyendo los datos en la
ecuacion de Scherrer tenemos,

(1)(0.15418)
Dpi = nm = 10.79 nm (36)

(0.0150) cos (%175

Tabla 4.1. Parametros de red para la muestra M1.

h k l 6(°) a(A)

2 2 0 14.94 8.4576
3 1 1 17.69 8.4142
4 0 0 21.47 8.4248
4 2 2 26.72 8.3994
5 1 1 28.45 8.4084
4 4 0 31.37 8.3772

El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.414 + 0.011 A.
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Muestra MO1

(311)

-MO1

— Ajuste Lorentziano
268=35.528° % 0.005°

B =0.9672° 1 0.0343°
hki

N N N | N N | N N | N N N N
34 345 35 35,5 36 36.5 37
20(°)

Figura 4.3. Ajuste Lorentziano para la muestra MO1.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, By, es 0.9672°

que es igual a 0.0169 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.528°, o bien, 0.6201 rad y la longitud de onda, 1, es 0.15418
nm. Utilizando la ecuacion de Scherrer, obtenemos la longitud de coherencia

media perpendicular a los planos cristalograficos.

(1)(0.15418)

Dpyy = n
(0.0169) cos (@

m = 9.58 nm (37)

Tabla 4.2. Parametros de red para la muestra MO1.

h k l 0(°) a(A)

2 2 0 15.045 8.3999
3 1 1 17.765 8.3798
4 0 0 21.645 8.3599
4 2 2 26.750 8.3907
5 1 1 28.570 8.3761
4 4 0 31.360 8.3796

El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.381 + 0.006 A.
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Muestra MO2

(311)

26=35.653°10.007°
B“d= 1.0989° £ 0.0578°

=MO2
— Ajuste Lorentziano|
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34 34.5 35 35.5 36 36.5 37

26(°)

Figura 4.4. Ajuste Lorentziano para la muestra MOZ2.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, Bp;, es 1.0989°
que es igual a 0.0192 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.653°, o bien, 0.6223 rad y la longitud de onda, 4, es 0.15418
nm. Utilizando la ecuacion de Scherrer, obtenemos la longitud de coherencia

media perpendicular a los planos cristalogréficos.

1)(0.15418
Dpj = (¢ ) nm = 8.44 nm (38)

(0.0192) cos (0'62&

Tabla 4.3. Parametros de red para la muestra MO2.

h k l 0(°) a(A)

2 2 0 15.155 8.3404
3 1 1 17.825 8.3525
4 0 0 21.590 8.3802
4 2 2 26.860 8.3588
5 1 1 28.600 8.3680
4 4 0 31.415 8.3664

El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.361 + 0.006 A.
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Muestra MOP1

(311)

—MOP1

—Aj Lorentzian
20=135.515° + 0.003° LI TR 1

B =1.0406° % 0.0252°
hkd
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34 34.5 35 35.5 36 36.5 37
28(°)

Figura 4.5. Ajuste Lorentziano para la muestra MOP1.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, By, es 1.0406°
que es igual a 0.0182 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.515°, o bien, 0.6199 rad y la longitud de onda, 4, es 0.15418
nm. Utilizando la ecuacion de Scherrer, obtenemos la longitud de coherencia
media perpendicular a los planos cristalograficos.

1)(0.15418
Dpj = (¢ ) nm = 8.90 nm (39)

(0.0182) cos (0'62&

Tabla 4.4. Parametros de red para la muestra MOP1.

h k l 0(°) a(A)

2 2 0 15.075 8.3836
3 1 1 17.760 8.3821
4 0 0 21.560 8.3913
4 2 2 26.830 8.3675
5 1 1 28.515 8.3909
4 4 0 31.360 8.3796
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El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.383 + 0.004 A.

Muestra MOP2

(311)

2¢=35.539° £ 0.004°

—=MOP2
- Ajuste Lorentziano

B =1.1933° 1+ 0.0453°
hid

+ - - | | + | - + ‘ 1 . | . | - 1 - | | | . 1 il } 1 | 4 +
34 34.5 35 35.5 36 36.5 37

26(°)

Figura 4.6. Ajuste Lorentziano para la muestra MOP2.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, By, es 1.1933°

que es igual a 0.0208 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.539°, o bien, 0.6203 rad y la longitud de onda, 4, es 0.15418
nm. Utilizando la ecuacion de Scherrer, obtenemos la longitud de coherencia

media perpendicular a los planos cristalogréficos.

1)(0.15418
Dyjr = (¢ ) nm = 7.78 nm (40)

(0.0208) cos (@)

Tabla 4.5. Parametros de red para la muestra MOP2.

h k l 0(°) a(A)

2 2 0 15.075 8.3836
3 1 1 17.770 8.3775
4 0 0 21.450 8.4323
4 2 2 26.885 8.3516
5 1 1 28.545 8.3828
4 4 0 31.385 8.3736



El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.384 + 0.011 A.

Muestra MM 1

(311) P =

26=135.785° + 0.002° ) e i Suavizado
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Figura 4.7. Ajuste Lorentziano para la muestra MM1.

Para esta muestra, el ancho completo a la mitad del maximo, By, es 0.7589°
que es igual a 0.0132 rad, el angulo, 26, en el que ocurre el maximo es
aproximadamente 35.785°, o bien, 0.6246 rad y la longitud de onda, 4, es 0.15418
nm. Utilizando la ecuacion de Scherrer, obtenemos la longitud de coherencia
media perpendicular a los planos cristalograficos.

1)(0.15418
Dyi = Ot ) nm = 12.27 nm (41)

(0.0132) cos (%

Tabla 4.6. Parametros de red para la muestra MM1.

h k l 0(°) a(A)

2 2 0 15.305 8.2606
3 1 1 17.880 8.3276
4 0 0 21.830 8.2925
4 2 2 26.760 8.3876
5 1 1 28.730 8.3334
4 4 0 31.520 8.3414
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El valor promedio de los parametros de red calculados es a = 8.324 + 0.018 A.

4.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

Se llevaron a cabo estudios de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) para recopilar informacién sobre las moléculas ancladas a la
superficie de las nanoparticulas de magnetita en las muestras con &cido oleico
(MO2), con acido oleico y Pluronic F-127 (MOP2) y con micelas (MM1).
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Figura 4.8. Espectros infrarrojos del acido oleico y la muestra de magnetita con acido oleico (MO2).

En la figura 4.8 se puede observar el espectro infrarrojo de la muestra MO2, de
donde se identifican claramente dos bandas a 1528 cm™ y 1433 cm', las cuales
corresponden a las vibraciones de estiramiento simétricas v;(CO0™) y asimétricas
v,s(CO0™) respectivamente. Lo anterior sugiere que el acido oleico fue

quimisorbido sobre las nanoparticulas de magnetita como un carboxilo. [133]

A partir de la diferencia entre los nimeros de onda (A) en donde se presentan

las bandas infrarrojas mencionadas, es posible clasificar el tipo de interaccién
que existe entre el extremo carboxilado y los atomos del metal [133]. Esta relacion
se enlista en la tabla 4.7.

73



Tabla 4.7. Tipo de interaccion entre los atomos del metal y el extremo carboxilado.

A (cm™) Tipo de interaccion

200 - 320 Monodentado
140 - 190 Puente bidentado
<110 Quelante bidentado

En la presente investigacion se tiene una separacion entre numeros de onda igual
aA=1528—-1433cm ! =95cm™! < 110 cm™?, por lo que el tipo de interaccion

es catalogado como quelante bidentado.

Las bandas localizadas a 2924 cm™' y 2853 cm! son caracteristicas de los modos
de estiramiento asimétricos y simétricos de CH,. El pico ancho ubicado en el
nimero de onda 3434 cm™' es debido al agua presente en las nanoparticulas;
representa el modo de vibracidén de estiramiento de los grupos hidroxilos y es de

menor intensidad debido al desplazamiento del agua ocasionado por el &cido
oleico, ya que éste es hidrofébico.

El pico a 1709 cm! es ocasionado por el estiramiento CO=. [134] En el espectro
del &cido oleico, la banda a 1283 cm™' corresponde al estiramiento C—O vy la

banda a 936 cm™' es debido a los estiramientos O—H. [135]

La Figura 4.99 muestra el espectro infrarrojo de la muestra MOP2, de donde se
puede observar la banda localizada a 1092 cm-' la cual corresponde a la vibracién

de estiramiento C—O—C (1085-1300 cm') ocasionada por la incorporacion del
Pluronic F-127. [136]

El pico ubicado a 966 cm' es debido a la flexiéon asimétrica de balanceo del CH,,
mientras que a la banda a 1364 cm™ se le puede atribuir la flexiéon simétrica de

aleteo del CH,. La banda observada a 1633 cm™" es debida a las vibraciones de

estiramiento y flexién caracteristicas del OH de la molécula de agua. [137]
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Figura 4.9. Espectros infrarrojos del acido oleico, Pluronic F-127 y la muestra de magnetita con acido
oleico y Pluronic F-127 (MOP2).

A las bandas que se encuentran a 1225 cm™' y 1310 cm™' se les puede atribuir
las flexiones asimétricas de torsién del CH,. [138] De manera similar que en la
Figura 4.88, los picos ubicados a 1434 cm™' y 1534 cm™' son ocasionados gracias
a las vibraciones de estiramiento asimétricas v,;(CO0~) y simétricas v5(CO0™).

La banda a 1712 cm™', es debida al estiramiento CO=.

Se encontraron diferencias considerables en los espectros de las muestras MO2
y MOP2 en el rango de las bandas de 600 a 1800 cm™', mientras que las bandas
entre los 3700 y 2700 cm-', correspondientes al acido oleico, mostraron cierta

similitud discrepando en el porcentaje de transmitancia.

En la figura 4.10 se muestra el espectro de la muestra de magnetita con micelas

DDAB (MM1). La banda localizada a 1467 cm™' corresponde al movimiento de
tijereteo H—C—H, mientras que, la banda a 890 cm™ en el espectro de las
micelas y la banda a 902 cm' en el de la muestra MM1 son debido al modo de

balanceo en plano del CH; [139]. El pico a 1378 cm™ es ocasionado por el

estiramiento C—H. [140]
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Figura 4.10. Espectros infrarrojos de las micelas DDAB y la muestra con micelas DDAB (MM1).

La banda de estiramiento C—N* se encuentra a 963 cm™ en el espectro

infrarrojo de la muestra MM1. [141] Lo anterior nos confirma la incorporacién de
las micelas DDAB a la muestra. En el espectro de micelas DDAB, el pico a 721
cm es atribuido al modo de balanceo de las cadenas de metileno [139] y las
bandas a 919, 941 y 965 cm! en el espectro de las micelas puras corresponden

también al estiramiento C—N ™. [141]

4.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

4.2.1. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Muestra M1

La figura 4.11 muestra las imagenes de microscopia electrénica de transmision
de la muestra de magnetita pura (M1). Se pueden observar puntos mas oscuros
debido a la aglomeracién de las nanoparticulas ocasionada por la ausencia de
un estabilizador coloidal.
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Figura 4.11. Imagenes TEM de la muestra M1.

Las NPs de magnetita pura presentaron una forma casi esférica y resultaron ser
bastante uniformes en tamario. La figura 4.12 muestra el andlisis de difraccién de
electrones de area selecta (SAED) para estudiar la cristalinidad de la muestra
M1, de donde es posible observar los anillos que pueden ser asociados a la
estructura cristalina de la magnetita. [45]

Los planos cristalograficos {220}, {311}, {400}, {511} y {440} asignados a los
correspondientes anillos concuerdan con lo reportado en la literatura [142] [143]
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y con los resultados de la caracterizacion estructural por difraccion de rayos X
mostrados en el apartado 4.1.1. Por lo que se confirma la obtencién de las

nanoparticulas de magnetita pura.

m—— 5.00 1/nm

Figura 4.12. Imagen SAED de la muestra M1.

Muestra MOP2

Las imagenes de microscopia electrénica de transmision de la muestra de
magnetita con acido oleico y Pluronic F-127 (MOP2) se muestran en la figura
4.13. Es importante mencionar que los puntos negros observados en las
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imagenes representan Unicamente al nicleo inorganico de las nanoparticulas, ya
que los surfactantes con los que se funcionalizaron las nanoestructuras tienen

una baja absorcion de electrones. [45]

También se presenté aglomeracion de nanoparticulas en la muestra MOP2 a
pesar de que se utilizo 4cido oleico como surfactante. Sin embargo, es claro que
las NPs de esta muestra se agregaron en menor medida en comparacién con la

muestra M1.

Figura 4.13. Imagenes TEM de la muestra MOP2.
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En la figura 4.15 se grafica la distribucion de tamafos de las nanoestructuras, los
ajustes Gaussiano y LogNormal a dicha distribucion y la curva acumulativa. Lo
anterior se obtuvo al medir el diametro de 100 nanoparticulas de la muestra
MOP2 de la siguiente imagen TEM, haciendo la debida conversiéon con la
medicién en la imagen y la escala de 20 nm, con el fin de obtener los tamaros

reales de las nanoparticulas.

Figura 4.14. Imagen TEM de la muestra MOP2.

Como resultado se calculd el diametro promedio de las NPs, el cual fue de 6.65
nm con una desviacién estandar de 0.81 nm, por lo que las nanoestructuras
sintetizadas de la muestra MOP2 son considerablemente pequeias. La tabla 4.8

enlista los parametros de cada ajuste, incluyendo los coeficientes de
determinacién R?, los cuales nos confirman que ambas curvas se ajustaron

correctamente a la distribucién de tamanos.
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Tabla 4.8. Parametros del ajuste Gaussiano y del ajuste LogNormal de la muestra MOP2.

w
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Figura 4.15. Distribucion de tamanos, curva acumulativa, ajuste Gaussiano y ajuste LogNormal de la
muestra MOP2.

La figura 4.16 muestra el andlisis de difraccion de electrones de area selecta
(SAED) con el fin de confirmar la cristalinidad de la muestra MOP2. Del mismo
modo que en la muestra de magnetita pura, en la imagen se pueden observar los

anillos que son asociados a la estructura cristalina de la magnetita. [45]

Se indexaron los planos cristalograficos {220}, {311}, {400}, {511} y {440} a los
correspondientes anillos, los cuales son consistentes con lo reportado en la
literatura [142] [143] y con los resultados de la caracterizacion estructural por
difraccion de rayos X mostrados en el apartado 4.1.1. Por lo que se confirma que
las nanoestructuras de la muestra MOP2 son de magnetita.
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Figura 4.16. Imagen SAED de la muestra MOP2.

Muestra MM1

Las imagenes de microscopia electrénica de transmision de la muestra de
magnetita con micelas DDAB (MM1) se muestran en la figura 4.17. Se observa
que las nanoparticulas son considerablemente pequenas vy, al igual que en las
otras muestras, presentan una forma semiesférica. A escalas de 5y 20 nm se
puede ver que, en general, las NPs no se aglomeraron demasiado en
comparacién con las muestras M1 y MOP2.
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Figura 4.17. Imagenes TEM de la muestra MM1.

En la figura 4.19 se grafica la distribucion de tamafos de las nanoestructuras, los
ajustes Gaussiano y LogNormal a dicha distribucion y la curva acumulativa. Lo
anterior se obtuvo al medir el diametro de 100 nanoparticulas de la muestra MM1
como se puede observar en la siguiente imagen TEM, utilizando el programa
Digital Micrograph.
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Figura 4.18. Imagen TEM de la muestra MM1.

Con las mediciones realizadas fue posible encontrar que el diametro promedio
de las NPs es de 5.11 nm con una desviacion estandar de 1.10 nm, por lo que
las nanoestructuras sintetizadas de la muestra MM1 son mas pequenas que las

de las muestras M1 y MOP2. La tabla 4.9 enlista los parametros de cada ajuste,
incluyendo los coeficientes de determinacién R?, los cuales nos confirman que

ambas curvas se ajustaron correctamente a la distribucion de tamarnos.

Tabla 4.9. Parametros del ajuste Gaussiano y del ajuste LogNormal de la muestra MM1.

Ajuste

LogNormal
Ajuste
Gaussiano
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Figura 4.19. Distribucion de tamanos, curva acumulativa, ajuste Gaussiano y ajuste LogNormal de la
muestra MM1.

La figura 4.20 muestra el andlisis de difraccion de electrones de &rea selecta
(SAED) para poder confirmar la cristalinidad de la muestra MM1. Al igual que en
los casos de las muestras M1 y MOP2, en la imagen se pueden observar los

anillos que son asociados a la estructura cristalina de la magnetita. [45]

Para esta muestra, los anillos no se observan de manera clara como en las
figuras 4.12 y 4.16. Sin embargo, las distancias entre planos coinciden con los
planos cristalogréaficos, esto puede ser un efecto debido al tamario de los nacleos
magnéticos o de la incorporacién de las micelas DDAB en la superficie de las
nanoestructuras.

Se indexaron los planos cristalograficos {220}, {311}, {400}, {511} y {440} a los
correspondientes anillos, los cuales son consistentes con lo reportado en la
literatura [142] [143] y con los resultados de la caracterizacion estructural por
difraccién de rayos X mostrados en el apartado 4.1.1. Por lo tanto, fue posible
confirmar que el nacleo magneético de las nanoestructuras de la muestra MM1 es
de magnetita.
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Figura 4.20. Imagen SAED de la muestra MM1.

4.3. CARACTERIZACION OPTICA

4.3.1. Espectroscopia UV-Vis

Se realizaron mediciones de espectroscopia ultravioleta visible para poder
estudiar las transiciones electrénicas en las muestras M1, MO2, MOP2 y MM1.
En la Figura 4.2121 se observa el espectro ultravioleta visible de la muestra de

nanoparticulas de magnetita sin recubrimiento, la muestra con acido oleico como
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recubrimiento, la muestra con acido oleico y Pluronic F-127 y la muestra con
micelas DDAB. Se puede apreciar que las cuatro muestras presentan un caida

en la absorbancia en el rango de 300 a 1000 nm.

En el caso de las nanoparticulas de magnetita sin y con acido oleico como
recubrimiento, se puede ver una mayor absorcién en el rango de 300 a 400 nm,

en la regidn ultravioleta, y una absorcién muy débil en la region visible de 400 a
800 nm.

La muestra con Pluronic F-127 se comporta de la misma forma, sin embargo, la
curva decrece en menor medida en los 400 nm a diferencia de las primeras dos.
En el caso de la muestra con micelas, la curva tiene un decaimiento mayor entre
los 300 y 400 nm a diferencia de las otras muestras, esto es debido a las micelas

presentes en la superficie de las NPs.
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Figura 4.21. Espectro UV-Vis de las muestras M1, MO2, MOP2 y MM1.

La relativamente alta absorcion en el rango de 300 a 400 nm se debe a un
mecanismo de transmision electrénica, el cual consiste en la transicion de carga
directa de 2p en iones de 0, a 3d en iones de Fe3* en la region de absorcion
ultravioleta (UV). [144]
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Utilizando los espectros de cada muestra, se estimé la brecha de bandas 6ptica
en transicion directa aplicando el método de Tauc. La tabla 4.10 muestra los
resultados y en las figuras 4.22 y 4.23 se observan las gréaficas de los analisis
Tauc para cada muestra.

Tabla 4.10. Brechas de bandas Jpticas para transiciones directas de cada muestra.

Energia (eV)

Muestra Transicion directa

M1 2.25
MO2 2.20
MOP2 2.25
MM1 3.14
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Figura 4.22. Analisis Tauc de las muestras.
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Figura 4.23. Analisis Tauc de las muestras (continuacion).

Las energias de la brecha de bandas de todas las muestras fueron mayores al
del valor de la magnetita en bulto (2.0 eV). [145] Las muestras M1, MO2 y MOP2
se encuentran en el rango reportado en la literatura de 2.2-2.6 eV. [146] [147],
mientras que la de la muestra MM1 es un poco mayor, posiblemente debido a su
tamano [148] y/o al efecto de las micelas DDAB en la superficie de las
nanoestructuras.

4.4. CARACTERIZACION MAGNETICA

Se realizaron las mediciones de magnetometria a las muestras MOP2 y MM1
para determinar el comportamiento magnético de los sistemas sintetizados. Para
esto se graficaron los momentos magnéticos de las nanoestructuras en funcién

del campo magnético externo, aplicado hasta un valor maximo de 90 kOe.
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La dependencia isotérmica de la magnetizacion con el campo magnético fue
medida a distintas temperaturas para ambas muestras. En la figura 4.24 se
grafican estas curvas medidas a 4K, 50K, 100K, 150K, 200K y 300K para la
muestra de magnetita con acido oleico y Pluronic F-127 (MOP2), de donde se
puede comprobar que tienen un comportamiento superparamagnético a
temperaturas mayores a 150K, ya que a estas temperaturas no hay histéresis

magnética.

A temperaturas menores a 150K, la muestra no exhibe superparamagnetismo, y
se puede observar un lazo de histéresis con un campo coercitivo creciente segun

baja la temperatura (ver figura 4.25).
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Figura 4.24. a) Dependencia de la magnetizacion de la muestra MOP2 con el campo a 4K, 50K, 100K,
150K, 200K y 300K. b) Mismas dependencias en el régimen de -600 Oe a 600 Oe.
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Figura 4.25. Dependencia del campo coercitivo de la muestra MOPZ2 con la temperatura.
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La figura 4.26 muestra las curvas de enfriamiento con campo (FC) y enfriamiento
con campo cero (ZFC) exhibidas por las nanoestructuras de la muestra MOP2,
con la intencibn de obtener mas informaciébn del comportamiento

superparamagnético que éstas presentaron.
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Figura 4.26. Curvas ZFC y FC para la muestra MOP2.

Las mediciones de las curvas ZFC y FC se realizaron en un rango de
temperaturas entre los 4K y 300K con la aplicacidon de un campo magnético de
50 Oe. Se observa que ambas curvas coinciden para valores de la temperatura
mayores a los 150K, esto quiere decir que la muestra MOP2 permanecera
superparamagneética a temperaturas mayores que 150K, en concordancia con la

dependencia térmica del campo coercitivo (figura 4.25).

La separacién de las curvas sucede aproximadamente a los 150K, siendo esta la
temperatura de irreversibilidad, Ti.., la cual nos indica que los momentos
magnéticos de las nanoestructuras se bloquean al alcanzar valores cercanos a
esta temperatura. [45] La temperatura de bloqueo promedio de la muestra, Ty,

ocurre en el maximo de la curva ZFC, y tiene un valor aproximado de 125K.
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En la figura 4.27 se grafica la dependencia isotérmica de la magnetizacion con el
campo magneético externo a 4K, 50K, 100K, 150K, 200K y 300K para la muestra
de magnetita con micelas (MM1), la cual no present6 un comportamiento

superparamagnético a temperaturas menores de 300K.
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Figura 4.27. a) Dependencia de la magnetizacion de la muestra MM1 con el campo a 4K, 50K, 100K,
150K, 200K y 300K. b) Misma dependencia en el régimen de -600 a 600 Oe.

A 300K la muestra MM1 tiene un campo coercitivo muy pequerio de 6.7 Oe. Por
tanto, esta temperatura esta por debajo de la temperatura de bloqueo, exhibiendo
la muestra una pequena histéresis. Segun vamos bajando la temperatura, el
campo coercitivo aumenta, alcanzando un valor de 264 Oe. El hecho de que la
temperatura de bloqueo sea mayor en esta muestra que en MOP2, aun siendo
particulas ligeramente mas pequenas, indica que tienen mayor anisotropia

magnética.
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Figura 4.28. Dependencia del campo coercitivo de la muestra MM1 con la temperatura.
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La figura 4.29 muestra las curvas de enfriamiento con campo (FC) y enfriamiento
con campo cero (ZFC) exhibidas por las nanoestructuras de la muestra MM1, con
el fin de analizar el comportamiento magnético presentado por las

nanoestructuras.

0.5 I | ! | | | I | I | !
0 50 100 150 200 250 30C

Temperatura (K)

Figura 4.29. Curvas ZFC y FC para la muestra MM1.

Se observa que la temperatura de irreversibilidad se encuentra por encima de los
300K, por lo que podemos suponer que las curvas coincidiran a temperaturas

mayores, siendo la temperatura de bloqueo de estas particulas mayor que esta

temperatura.
4.5. CARACTERIZACION TERMICA
4.5.1. Anadlisis termogravimétrico

Se llevaron a cabo analisis termogravimétricos con el fin de identificar el

recubrimiento en las SPIONSs y verificar la eficiencia con la que se adhirié el 4cido
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oleico y el Pluronic F-127 a la superficie de las nanoparticulas en las muestras
MO2 y MOP2 y las micelas DDAB a la superficie de las nanoestructuras en la
muestra MM1. La temperatura se increment6 desde los 25.24 °C hasta 895.82
°C en 87.49 minutos.

El analisis correspondiente a la muestra MO2, magnetita con acido oleico, es
mostrado en la Figura 4.30. Se puede apreciar una ligera pérdida del 1% de peso
cuando la temperatura aumenta hasta los 100 °C, la cual es originada por la
evaporacion del contenido de agua que permaneciéo en la muestra de las
nanoestructuras humedas. [149] [150]

Magnetita con acido oleico
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Figura 4.30. Andlisis termogravimétrico para la muestra MOZ2.

Se ha reportado en la literatura que las nanoparticulas de 6xido de hierro
recubiertas con acido oleico presentan dos pérdidas de peso prominentes a
temperaturas por debajo de los 600 °C. [151] La descomposicién del acido oleico
se presento en el rango de temperaturas de 100 a 600 °C.

El primer pico de la derivada del peso se ubica a 241 °C, con una considerable
pérdida de peso de aproximadamente el 9%, lo cual sugiere la descomposicion
de las moléculas libres del &cido oleico situadas en la superficie de las
nanoestructuras. [149]
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La siguiente pérdida del 12% del peso localizada en el rango de temperaturas de
250 a 450 °C es debida a la descomposicién del acido oleico adherido
quimicamente a las nanoparticulas de magnetita. El pico ubicado a 657 °C es
ocasionado por la pérdida del 6% atribuida a la capa de acido oleico en el rango
de 500 a 740 °C. [151] [152]

Un ultimo pico ocurre a 745 °C, con una pérdida de aproximadamente 2% entre

los 740 y 800 °C, éste es debido a la transicion de fase de la magnetita de Fe;0,

a FeO. [153]

El andlisis correspondiente a la muestra MOP2, magnetita con acido oleico y
Pluronic F-127, es mostrado en la Figura 4.31. De nuevo, la primer pérdida de
peso que ocurre a temperaturas menores a los 200 °C es debida a la evaporacién
del agua presente en las nanoestructuras.
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Figura 4.31. Andlisis termogravimétrico para la muestra MOP2.
Sin embargo, notamos un mayor porcentaje de aproximadamente 38% de
pérdida de masa, esto sugiere que habia un mayor contenido de agua en esta

muestra, lo cual puede ser debido a la parte hidrofilica del Pluronic F-127,
contrario al acido oleico, que solamente es hidrofdbico.
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Un pico prominente de la derivada del peso ocurre a 234 °C, con una pérdida del
15% entre los 200 y 380 °C, ocasionada por la descomposicion del material
organico encontrado en la muestra, en este caso el acido oleico y el Pluronic F-

127, convertido en CO, y agua. [154]

El pico ubicado a 417 °C, con una pérdida del 5% del peso entre los 380 y 600
°C, es atribuido a la descomposicion térmica del Pluronic F-127.[155] [156] [136]
Un dltimo pico a 770 °C, con pérdida de aproximadamente 4% entre 720 y 800
°C, de nuevo puede es ocasionado por la transicién de fase de la magnetita de
Fe;0, a FeO. [153]

En la figura 4.32 se puede observar el andlisis termogravimétrico realizado a la
muestra de magnetita con micelas DDAB (MM1). De manera similar a las
muestras MO2 y MOP2, la primer pérdida de peso ocurre hasta antes de alcanzar
los 200 °C y es atribuida al agua en las nanoestructuras que es evaporada.

A 203 °C se observa un pico prominente de la derivada del peso, con una pérdida
de aproximadamente 11% en el rango de temperaturas entre los 200 y 300 °C.
Este cambio en el peso de las nanoestructuras es atribuido a la descomposicién
de las micelas DDAB adheridas a la superficie de las nanoparticulas.
Magnetita con micelas DDAB
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Figura 4.32. Analisis termogravimétrico para la muestra MM1.
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4.6. HIPERTERMIA MAGNETICA

Se llevaron a cabo mediciones de los perfiles de temperaturas de las muestras

MOP2 y MM1 con la intencién de recopilar informacion sobre la capacidad de

calentamiento de las NPs en respuesta a la aplicacion de un campo magnético

externo para su uso potencial en tratamientos de hipertermia magnética.

En la figura 4.33 se grafica el perfil de temperaturas con respecto al tiempo para

ambas muestras bajo la aplicacion de un campo magnético de corriente alterna,

con una amplitud de 20 mT y a una frecuencia de 282 kHz.
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Figura 4.33. Capacidad de calentamiento de las muestras MOP2 y MM1 con la aplicacion de un campo

magnético de corriente alterna.

La temperatura de las nanoestructuras de la muestra de magnetita con micelas

DDAB (MM1) aumenté considerablemente hasta
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aproximadamente, lo cual nos indica que este sistema es un buen candidato para

realizar tratamientos de hipertermia magnética.

Tomando en cuenta que en este tipo de tratamientos se busca calentar el tumor
hasta un rango de temperaturas entre los 42 y 46 °C, [49] tan solo se requeririan
alrededor de 300 segundos (5 minutos) para lograr que las nanoestructuras de la
muestra MM1 alcancen dicha temperatura.

En el caso de la muestra de magnetita con acido oleico y Pluronic F-127 (MOP2),
la capacidad de las nanoestructuras para incrementar su temperatura fue menor
en comparaciéon con la muestra MM1, alcanzando apenas los 30 °C después de

mas de 900 segundos (15 minutos).

Bajo estas condiciones las nanoestructuras de la muestra MOP2 no serian
capaces de llegar a las temperaturas requeridas para una terapia de hipertermia.
Sin embargo, aumentando la amplitud del campo magnético de corriente alterna
o la concentracién de nanoparticulas es posible que las NPs puedan calentarse
mas que lo mostrado con 20 mT.

La diferencia entre la temperatura final e inicial de la muestra MM1 fue de 43 °C,
mientras que el cambio de temperatura de la muestra MOP2 fue de apenas 9 °C.
La tabla 4.11 enlista la concentracién de hierro en las nanoestructuras de cada
muestra, asi como las diferencias de temperaturas y sus tasas de absorcién

especificas (SAR).

Tabla 4.11. Concentracion, diferencia de temperaturas y SAR de las muestras MM1 y MOP2.

Muestra ~ [Fe] (mg/mL) AT (°C) SAR (W/gg.)
MM1 2.6 43 75
MOP2 7.1 9 20

De la tabla se puede observar que la muestra MM1 alcanz6 una tasa de absorcidn
especifica de 75 W /g, por otro lado, la tasa de absorcidén especifica de la muestra
MOP2 fue de 20 W /g. De aqui se comprueba que las nanoestructuras de la

muestra MM1 son capaces de realizar tratamientos de hipertermia magnética, a
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diferencia de las NPs de la muestra MOP2, considerando las condiciones con las

que se llevaron a cabo las mediciones.

Es dificil comparar los valores para el SAR reportados en la literatura debido a
que son obtenidos utilizando diferentes frecuencias, magnitudes de campo
magnético y tamafos de NPs. [157] No obstante, los valores calculados para la
muestra MM1 y MOP2 se encuentran dentro del rango de 10-200 W /g, lo cual

concuerda con lo reportado para las NPs de magnetita y maghemita. [157]

4.7. EXPERIMENTOS CON MEMBRANAS POROSAS

En aplicaciones en las que nanoportadores de carga transporten farmacos
antineoplasicos dentro del cuerpo humano para depositarlos directamente en
tumores, es probable que se encuentren obstaculos como barreras biolégicas
que dificulten o impidan el paso de las nanoestructuras, y por ende no logren
llegar al objetivo dando como resultado un pobre efecto de los farmacos en las
células diana y danos a las células normales. Estas barreras también se
encuentran en la propia difusion intratumoral de las nanoparticulas dentro del

tumor, lo cual es una limitante crucial en las quimioterapias.

Por lo anterior, se realizaron experimentos con membranas porosas (éster de
celulosa mixta, ME 27 de GE Healthcare), las cuales se muestran en la figura
4.34, como prueba de concepto para probar el potencial de las nanoestructuras
de las muestras MM1 y MOP2 para traspasar barreras biol6gicas que pudieran
presentarse en potenciales aplicaciones, como lo son, por ejemplo, las

quimioterapias localizadas.

Los experimentos consistieron en dos cilindros posicionados uno encima del otro
con una membrana porosa en medio de ambos. El didametro de la membrana es
de 50 mm con un tamafno de poro de 0.8 um. Se sell6 cuidadosamente la unién

de los cilindros y la membrana utilizando Parafilm para evitar fugas.
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Figura 4.34. Membranas porosas (éster de celulosa mixta, ME 27 de GE Healthcare).

El cilindro inferior (cilindro debajo de la membrana) se llenaba con una
suspension de agua y nanoparticulas (de las muestras MM1 o MOP2) a cierta
concentracion, mientras que el cilindro superior (cilindro encima de la membrana)

se llenaba solamente con agua.

Antes de cada experimento se media el espectro ultravioleta visible de la muestra
y se posicionaba el iman debajo del arreglo experimental durante 90 segundos,
luego se posicionaba por encima del arreglo para hacer que las nanoestructuras
intentaran atravesar la barrera. Al finalizar cada experimento se tomé una
muestra del contenido del cilindro superior para medir su espectro ultravioleta
visible y calcular el porcentaje de NPs que lograron traspasar la membrana, como

se ilustra en la figura 4.35.
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Figura 4.35. Experimentos con membranas.
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Se aplicé el campo magnético externo de forma continua y pulsada. El tiempo
total en el que las nanoestructuras se encontraron expuestas a la fuerza de
atraccién del iman fue de 90 segundos en ambos casos, los cuales se explican a

continuacion.

= Caso 1: Aplicacion continua del campo magnético externo. En este
experimento se posiciono el iman encima del cilindro superior un total de
90 segundos sin interrupcion.

= Caso 2: Aplicacion pulsada del campo magnético externo. En estos
experimentos se posiciono el iman encima del cilindro superior un tiempo
determinado, después se retird el iman por 10 segundos, luego se repitid
lo anterior hasta alcanzar un tiempo de exposicion 90 segundos. Los
intervalos de tiempo de exposicion al iman empleados fueron de 30, 15y
5 segundos.

La figura 4.36 muestra el diametro hidrodindmico promedio de las muestras, ya
que este es un factor importante en los experimentos, debido al tamafo de poro
de las membranas, el cual es de 800 nm. De la figura 4.36 podemos observar
que las nanoparticulas de la muestra MOP2 tuvieron un diametro mayor (309 nm)
que el de las nanoestructuras de la muestra MM1 (114 nm).

Diametro hidrodinamico

=M1 Zpromedm: 114 nm
— MOP2 PDI = 0.31

Zpromedio= 309 nm
PDI = 0.29

Intensidad (u.a.)

— .
1 10 100 1,000 le-‘|-04
Tamaiio (nm)

Figura 4.36. Diametros hidrodindmicos promedio de las muestras MM1 y MOP2.
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La tabla 4.12 muestra los porcentajes de las nanoestructuras que lograron
atravesar la membrana porosa con la aplicacion continua y pulsada del iman para
la muestra MM1 y MOP2.

Tabla 4.12. Resultados de la muestra MM1 y MOPZ2 en los experimentos con membranas porosas.

NPs que
Intervalos de tiempo Ti d traspasaron la
iempo ce barrera (%)
exposicion
Con exposicion | Sin exposicional | total (s) MOP2
al iman (s) iman (s) (0.9mg/ml)
90 0 35.71 3.04
30 21.18 1.35
90

15 10 22.96 1.56
5 28.89 1.21

Para cada muestra, los experimentos se realizaron en el orden que se muestra
en la tabla, utilizando el mismo arreglo experimental y guiando las
nanoestructuras al fondo del cilindro inferior antes de comenzar cada ensayo. Lo
anterior sugiere que cada experimento es dependiente del anterior con excepcién

del primero, el cual es independiente.

Un porcentaje considerable de la muestra de magnetita con micelas DDAB (MM1)
logré traspasar la membrana en los cuatro ensayos. Caso contrario al de la
muestra de magnetita con acido oleico y Pluronic F-127 (MOP2), ya que un

maximo de apenas el 3.04% fue capaz de atravesar la barrera.

Si bien ambos sistemas no lograron obtener un porcentaje mayor o igual al 50%
de nanoparticulas en ninguno de los ensayos, la cantidad de NPs de la muestra
MM1 que atravesaron la membrana en los cuatro experimentos puede ser
considerado un valor alto (entre el 21% y 36%) tomando en cuenta que el tamano
de poro es tan solo de 0.8 um.
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Se realizaron tres experimentos independientes con la muestra MOP2 a una
menor concentracion, con la intencidon de aumentar el porcentaje de NPs que
pasen la membrana. A diferencia de los experimentos anteriores, este tipo de
ensayos ocuparon su propio arreglo experimental, por lo que todos los casos son
independientes entre si. Los resultados se enlistaron en la tabla 4.13.

Tabla 4.13. Resultados de la muestra MOPZ2 en los experimentos con membranas porosas realizados de

manera independiente.

Muestra MOP2 (0.25mg/ml)

Intervalos de tiempo Tiempo de NPs que
Con exposicién | Sin exposicién | exposicion total (s) | asPasaron
al iman (s al iman (s la barrera (%)
90 0 29.65
30 10 90 12.62
15 40.52

De la tabla 4.13 vemos que los porcentajes de particulas de la muestra MOP2
que atravesaron la membrana aumentaron considerablemente en comparacion a
los resultados de la tabla 4.12. Esta mejora se debe a la menor cantidad de

concentracion que se utilizo.

Notamos que, en este caso, el mayor porcentaje de NPs (40%) se obtuvo con
intervalos de exposicion al iman de 15 segundos, intervalos sin exposicion de 10
segundos, hasta llegar a un tiempo de exposicion total de 90 segundos. Estos
resultados también difieren de lo visto con los experimentos dependientes, donde

el mayor porcentaje se obtuvo con una aplicacion continua del iman.
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5. CONCLUSIONES

En la investigacién presente se logré sintetizar con éxito dos sistemas de
nanoparticulas de magnetita estabilizadas en agua con posibles usos en el
tratamiento del cancer como portadores de farmacos guiados magnéticamente y
en tratamientos de hipertermia magnética. En uno de ellos, denominado MOP2,
las nanoparticulas se sintetizaron por medio del método de coprecipitacion
quimica y se recubrieron con acido oleico y Pluronic F-127. En estas particulas
se pueden anexar farmacos antineoplasicos hidrofobos. [45] En el segundo
sistema, denominado MM1, las nanoparticulas se prepararon mediante un
proceso combinado de oxidacion/reduccidn y coprecipitaciéon en el interior de
estructuras micélicas. En este sistema se pueden anexar farmacos
antineoplésicos hidrofobos en el interior hidrofobico de las micelas junto a las
nanoparticulas de magnetita. [35] De los estudios de estos dos sistemas se
deducen las siguientes conclusiones:

1) Con el meétodo de coprecipitacion quimica, se pueden obtener
nanoparticulas casi esféricas de magnetita con un diametro promedio de
6.7 + 0.8 nm. Estas nanoparticulas pueden estabilizarse en agua
anadiendo acido oleico al medio de reaccidon y recubriéndolas
posteriormente con Pluronic F-127.

2) Modificando la sintesis anterior sustituyendo la presencia de AO y Pluronic
F-127 por micelas de bromuro de didecil dimetilamonio (DDAB), no se
forman nanoparticulas de magnetita. Sin embargo, reemplazando el
hidréxido de amonio por borohidruro de sodio (NaBH,) se logré la
formacién de nanoparticulas de magnetita equiaxiales con un diametro

promedio de 5 + 1 nm.
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3)

Las reacciones involucradas en el método de preparacién propuesto con
micelas no son todavia bien conocidas. Nuestra propuesta es la siguiente.
El NaBH, reduce a los iones Fe3+ y Fe?* a Fe?* y Fe?, respectivamente, sin
embargo, estos iones vuelven a oxidarse a Fe3* y Fe?* al entrar en
contacto con las moléculas de O2 disueltas en el agua durante la
efervescencia de la reaccién. También el NaBH, produce una gran
cantidad de iones OH™ mediante la reaccidn (29). Estos iones reaccionan
con los iones Fe3* y Fe?* formandose la magnetita mediante la reaccion

de coprecipitacion (28).

Mediante la difraccion de electrones de area selecta (SAED) y difraccion
de rayos X se pudo observar que las nanoparticulas de las muestras

MOP2 y MM1 solamente presentan a la magnetita como fase cristalina.

Se confirmé la presencia de acido oleico y Pluronic F-127 en las particulas
MOP2, y DDAB en las particulas MM1 por medio de espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier y analisis termogravimétricos.

Todas las muestras presentaron una alta absorcién de la radiacion
electromagnética en el rango de longitudes de onda de 300 a 400 nm
debido a la transicion de carga directa de 2p en iones de 0, a 3d en iones
de Fe3* en la regidn de absorcion ultravioleta (UV). En la regién visible de
400 a 800 nm se produce una caida en la absorcién de la luz. En el caso
de la muestra con micelas este decaimiento ocurre antes. Esto,
tentativamente se ha asociado a las micelas presentes en la superficie de
las NPs.

A partir de los espectros UV-visible y la aplicacion del método de Tauc, se
estimaron las energias de la brecha de bandas de las diferentes muestras,
el valor para las NPs MOP2 fue 2.25 eV, valor proximo reportado para

nanoparticulas de magnetita con tamarno similar, en cambio, para las NPs
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MM1 se obtuvo un valor mayor, 3.14 eV posiblemente debido a su tamano
ligeramente menor y/o al efecto de las micelas DDAB en la superficie de

las nanoestructuras.

Las nanoestructuras  de la muestra MOP2 resultaron
superparamagneéticas a temperaturas mayores de 150K, mientras que la
muestra MM1 no presentd6 un comportamiento superparamagnético a
temperaturas menores a 300K, aunque su campo coercitivo a 300K fue
muy cercano a cero, lo cual indica que la temperatura de bloqueo debe
estar por encima y cercano a 300K. Esta conclusidén se confirma con las
curvas ZFC-FC, las cuales no se superponen en todo el rango de medicidon
de 4K-300K.

La muestra MM1 es capaz de alcanzar las temperaturas requeridas para
realizar un tratamiento de hipertermia en aproximadamente 5 minutos,
utilizando un campo magnético de corriente alterna con una amplitud de
20 mT y a 282 kHz. La muestra MOP2 no fue capaz de llegar a
temperaturas mayores a los 30°C, por lo que es necesario aumentar la
frecuencia y/o la amplitud del campo para que logre alcanzar los 42°C-
46°C requeridos. Dada la diferencia de comportamientos magnéticos de
las dos muestras, se infiere que en hipertermia magnética es favorable

que las nanoparticulas tengan un comportamiento ligeramente histerérico.

10) En los experimentos de localizacion magnética realizados de forma

dependiente, lo cual significa que, para cada muestra, los ensayos se
realizaron en el orden mostrado en la tabla 4.12, utilizando el mismo
arreglo experimental y guiando las nanoestructuras al fondo del cilindro
inferior antes de comenzar cada experimento, el mayor porcentaje de NPs
de la muestra MM1 que lograron traspasar la membrana porosa fue
35.71%, mientras que para la muestra MOP2 fue de 3.04%. Ambos con

90 segundos seguidos de exposicidbn al iman. En los experimentos

106



independientes, se confirmd que con menor concentracion (0.25 mg/ml)
un mayor porcentaje de NPs es capaz de traspasar la barrera para todos
los intervalos de exposicidén mostrados en la tabla 4.13.

11) Al realizar los experimentos de forma independiente, el porcentaje mas
alto de NPs que traspasaron la membrana fue de 40.52% para la muestra
MOP2, aplicando el campo de manera pulsada con intervalos de

exposicion de 15 segundos e intervalos sin exposicion de 10 segundos.

12) Las grandes diferencias entre las nanoparticulas MM1 y MOP2 para
atravesar las membranas porosas son debidas a que la muestra MM1
tiene un tamano hidrodindmico considerablemente menor que las

nanoparticulas MOP2.

13) Podemos concluir de estos resultados que las nanparticulas sintetizadas
con miceas DDAB obtenidas por el método propuesto en esta tesis, tienen
un mayor potencial en su aplicacién como vectores de farmacos y fuentes
de calor en tratamientos de hipertermia magnética que las nanoparticulas
MOP2, cuya sintesis ya se habia propuesto en trabajos anteriores. [45]
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