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113 . . .
Quae medicamenta non sanat; ferrum sanat. Quae ferrum non sanat; ignis sanat.
Quae vero ignis non sanat; insanailia reportari oportet”

Esas enfermedades las cuales la medicina no cura, el cuchillo lo hace,
aquellas las cuales el cuchillo no cura, el fuego las cura, y aquellas las
cuales el fuego no cura, deben de ser reconocidas como incurables.
Hinocrates (460-370 C)



ABSTRACT

This thesis aims to provide a description of the development of magnetic nanoparticles,
their physical properties and their possible application in the diagnosis and treatment of
cancerous tumors by hyperthermia. Control in obtaining nanoparticles by their magnetic
interactions are of vital importance for targeting and destroying localized cells. In the last
15 years scientific investigations have made significant progresses in multidisciplinary
researches focused on generating nanomedicine, functionalized nanoparticles by
biocompatible and bioactivity to perform specific functions. Future expectations are to
create encapsulated systems and new molecule arrangements that allows the application
of nanotechnology in biological systems. The application fields in this research area are of
great impact as the development of diagnostic agents also allowing the generation of
hyperthermia at the same time applying powerful tools in possible theranostics. This
work focuses on obtaining nanoparticles of iron oxide with the route challenge in aqueous
medium with the presence of an external magnetic field, the analysis of their properties
and determinate if they are candidates for generating magnetic hyperthermia for future
applications in local cancer treatments. The functionalization of iron oxide with silicon
oxide nanoparticles is also proposed to formulate a multifunctional system. Significantly,
a localized treatment would help reduce side effects compared to treatments such as
chemotherapy and radiation therapy for cancer.
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RESUMEN

Este trabajo de tesis tiene como finalidad aportar una descripcién del desarrollo de
nanoparticulas magnéticas, sus propiedades fisicas y su posible aplicacion en el
diagndstico y tratamiento de tumores cancerosos por hipertermia. El control en la
obtenciéon de las nanoparticulas mediante su interaccion magnética son de vital
importancia para direccionar y destruir células en forma localizada. En los ultimos 15
afios se han realizado avances importantes en investigacion multidisciplinaria enfocada a
la nanomedicina generando nanoparticulas funcionalizadas biocompatibles y con
bioactividad para realizar funciones especificas. Las perspectivas a futuro son crear
sistemas encapsulados y arreglos de moléculas que permitan aplicar la nanotecnologia en
sistemas bioldgicos. Los campos de aplicacién en esta area de investigacion son de gran
impacto, ya que es posible el desarrollo de agentes de diagndstico que ademas permitan
la generacion de hipertermia al mismo tiempo para aplicar poderosas herramientas en
Teranostica. Este trabajo se enfoca en obtener nanoparticulas de 6xido de hierro con el
reto de direccionarlas en medio acuso, en presencia de un campo magnético externo,
analizar sus propiedades y determinar si son candidatas para generar hipertermia
magnética para futuras aplicaciones en tratamiento local del cancer. También se propone
la funcionalizacién de nanoparticulas de 6éxido de hierro con 6xido de silicio para
formular un sistema multifuncional. Cabe resaltar que un tratamiento localizado ayudaria
a reducir los efectos secundarios en comparacion a tratamientos como: quimioterapia y
radioterapia contra el cancer.

~ VIl ~



INDICE

INTRODUCGCION ... seeeeseeesesese s ssessssss s s s sssssssssessssssssnsssssnssssesssssssessssnsssnns 15
OBJETIVOS ...ttt ettt s st a et e s st es st s s s s st e s e st s asa et s s st as st et s s st esesntesasansnasaesansneas 17
Capitulo 1 . ANTECEDENTES............cocoo ottt nne 18
1.1 ELCANCER .ttt ettt bbbt et b bttt bbb bbb s et b et s s st b nas 18
1.2 INTRODUCCION HISTORICA A LA HIPERTERMIA ......coouivveeecreeeereeeeae e sesae s ss s aesanes 19
1.3 LA NANOTECNOLOGIA Y EL NANOMAGNETISMO .....ocurvereeereeceereresseseeessssesssssssssesesssssssassssesssssssssssnes 21
1.4  MAGNETITA: ESTRUCTURA ATOMICA, PROPIEDADES MAGNETICAS Y POSIBLES APLICACIONES EN LA
IMIEDICINA ..ottt ettt ae ettt a et s st et s s et e s s e et s ss s e s s ae s s sna et sess et s s et esssse s s sssessnansessssesnassesanes 22
1.5  SUPERPARAMAGNETISMO EN MAGNETITA ....ocvieieeeeeceeereeeeseaesesssesesessesessessssssesessssessassesessesssasaesnes 24
1.6 GENERACION DE CALOR: HIPERTERMIA MAGNETICA CON NANOPARTICULAS........ccovvrrerrrerrrrererrenans 27
1.7 PROCESO SOL-GEL ..ueveieieeeeceesceeteseaesessaesesessssessssesssesesassssssssesssssssssssssssssssssassessssssssansssssssssassssanes 29
1.8 FUNCIONALIZACION DE MAGNETITA (FE304/S102) evvuirrrrecrriceerereeesesssssesssssssessesssssesassssssssssessssnes 30
1.9  FUTURAS APLICACIONES EN DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO LOCAL DEL CANCER........cccceveeeereecrenne. 31
Capitulo 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL............cccocooiiiiieieiieeteeeeee et 33
2L REACTIVOS .....oevveeeteeeee et sttt ae s as s st et s et s a st s s st et s astes st et s sea e s s s st e s s aneessnaesensstesnantesanansasanens 33
2.2 EQUIPOS ..ottt ettt bttt b bbbt b bt b bbb bbbt b e 34
2.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS POR EL METODO DE COPRECIPITACION.......c.cuevevereeececeererereseeeneeaesenenenens 34
2.4 METODO DE SOL-GEL ....vvviieieeecieteteeeee ettt eees sttt s s s s st s s st et e st ssssesesesesasasssaeseses s s snssaetesasanas 38
2.5 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS. .......oucuteeectesceetesctesesessesesassesessssessssesessssssssssssassssesssssssssssssssssasasens 39
2.6 DIFRACCION DE RAYOS X....vovuveiveieciiiesieeseseesessesessssesessssas s sss s s s sas s sse st sas s sesassssssasssssesassssassassesassssenes 39
2.7 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA ......coovevervieeieteses ettt sae st sae st ae st sse s s e s s s sssenas 44
2.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION .......cuveiuiireiecreiesieissie e 47
2.9 MAGNETIZACION ..ottt ettt a ettt s s s sttt e s s s ss s et eseses s s s saeseses s s snseaetesasnas 48
2.10 MODELAJE DEL ACTUAR DE LAS NANOPARTICULAS EN UN SISTEMA HIPERTERMICO.........cccerverrnnee. 50
Capitulo 3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS ...t seesseeesesenen 53
3.1 ANALISIS DE ESTRUCTURA CRISTALINA DE MAGNETITA POR DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)................. 58
3.2 ANALISIS XRD DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS .......c.cvovierereetereteeeeeeieae e teses s 58
3.3 ANALISIS CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DEL TAMANO PROMEDIO DEL CRISTALITO............. 61
3.4 MICROSCOPIO DE TRANSMISION (TEM) «.ecvuevieeeieecee et sssesesssesesessesesasssssssesessssesssssssssssssasssssssssasanens 62

~VIHI ~



3.5 ANALISIS TEM DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS CON ESTRUCTURA AMORFA .......cccovimriririernireieerennen. 63

3.6 ANALISIS TEM DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS ....o.veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteseen e e ereseenens 64
3.7 ANALISIS XRD DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS DE SIO e 65
3.8 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (TR ettt ettt ettt ettt et e e e e e e e e et r e e e e aba e e e e aba e e e e araeeeeaaraaeeeenraeaan 66
3.9 ANALISIS IR DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS ...ttt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeenens 67
3.10 ANALISIS IR DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS DE SiO3 veeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeneans 68
3. 11 ANALISIS CUANTITATIVO ..ottt ettt eee et ese et et es et ase e ese et esetesessesessessasesessentasensssessaresseneaes 70
312 MAGNETIZACION ...ttt et e et e e et et es et ea et ase et et et ese et eseeseseeseseasesesseesaseneeseserenseneaes 71
Capitulo 4. CONCLUSIONES .........o.oiooieeeeeeeeeeeeee e eeee s ses s e 75
Capitulo 5. EXPECTATIVAS Y ALCANCES DE ESTA INVESTIGACION ...........ccooocovvvvomirineerrsreennenn. 76
D L EXPECTATIVAS .ottt e e e e ettt eee e e e e e et ettt e eeeeeesaastan e saeessastaaanaaeeeesssstnnanseeessnessnnnnaeseerssnsnnnnnnns 76
5.2 POSIBLES ALCANCES DE ESTA INVESTIGACION ...ttt eeeee et ettt eeeee e eeseeeeseeeeeeeaneeeeesseseeeenens 78
BIBLIOGRAFIA ...t s e ses s 79

~ X~



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Parametros de la magnetita obtenidos mediante programa Diamon 3.0,
Crystal Impact en base a las posiciones de atomos de hierro Fe2+ y Fe3+.

Tabla 2. Futuras Aplicaciones de Nanoparticulas Magnéticas aplicadas en
Hipertermia.

Tabla 3.Reactivos y sus Especificaciones.

Tabla 4. Equipos y Modelos empleados.

Tabla 5. Volumen de Fe3+ / Fe2+ empleado en la reaccion para la base de
Hidroxido de tetraetilamonio.

Tabla 6. Parametros de Celda con su respectivo sistema cristalino.

Tabla 7. Relacion entre el espaciado “dhkl” y los parametros de red.

Tabla 8. Relacion base/pH

Tabla 9. Tamano de particula obtenido en la sintesis de Fe304 empleando
N(CH3)4-OH como agente precipitante.

Tabla 10. Espectro Infrarrojo de SiO2 (Gel) Analisis Cualitativo y Caracteristicas

de Frecuencia.

pagina
23
32
33

34

34

41
43
58

61

70



LISTA DE GRAFICOS

pagina
Grafico 1. Grafico circular el cual denota la tasa de mortalidad por cancer en 19
Meéxico en el anno 2012.
Grafico 2. Difractogramas obtenidos las Nanoparticulas de Magnetita desnudas. 59
Grafico 3. Difractogramas obtenidos las Nanoparticulas de Magnetita recubierta 65
de SiO2 (FeO2/Si02).
Grafico 4. Prueba de identidad mediante la correspondencia de los espectros de 67
Fe304: a) M1, b) M2, c) M3
Grafico 5. Prueba de identidad mediante la correspondencia de los espectros de 68
Fe304/SiO2.
Grafico 6. Calculo de absorbancia A max determinado en nuestro producto final 70
de Fe304/SiO2.
Grafico 7. Respuesta de magnetizacion A) Nanoparticulas desnudas y B) 72

Nanoparticulas con SiO2.

~X| ~



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Futuras Aplicaciones de la Nanotecnologia para nuevos tratamientos a enfermedades.
Figura 2. Imagen la cual demuestra el uso de diferentes técnicas aplicadas para disminuir o
erradicar el tejido canceroso.

Figura 3. Funcionamiento del tratamiento mediante nanoparticulas magnéticas y un campo
magnético alterno puede alterar las nanoparticulas obteniendo grandes beneficios.

Figura 4. Diferentes escalas de medicion para obtener un orden comparativo entre ellas.

Figura 5. Estructura de la red cristalina de magnetita vista desde diferentes angulos.

Figura 6. Estructura de Espinela. En rojo se presentan los 32 iones de oxigeno, en gris se
representa los 9 iones en sitios tetraédricos y en morado los 16 sitios octaédricos. En la espinela
inversa, los 8 sitios tetraédricos son ocupados por iones Fe3+, mientras que los octaédricos por
iones Fe2+ y Fe3+ en igual proporcion.

Figura 7. Estructuras Nanometricas magnéticas.

Figura 8. a) Relajacion Néel, b) Relajaciéon Browniana, c¢) Diagramas del proceso de relajacion de
las particulas mediante un campo magnético externo.

Figura 9. Momento magnético del movimiento orbital de un electrén alrededor de su nucleo de
protones y neutrones y momento magnético de su giro axial (spin axial).

Figura 10. Diferentes tipos de comportamiento magnético. Las flechas rellenas indican el campo
aplicado y las vacias la magnetizacién del material bajo el campo aplicado (lado izquierdo). Curva
de histéteris (lado derecho).

Figura 11. Esquema sobre el actuar de la Induccién por Hipertermia.

Figura 12. Esquema sobre el funcionamiento y diversas propiedades del sistema Core-Shell.
Figura 13. Reaccién Sol-Gel con sus diferentes variantes.

Figura 14. Imagen FESEM de PS Core y PS/SiO2 Composicion de Particulas.

Figura 15. Sistema desarrollado para la obtencién de nanoparticulas magnéticas.

Figura 16. Soluciones obtenidas de Cloruro de Hierro (III) en color cafe y Cloruro de hierro(Il) en
color verde.

Figura 17. Sintesis y Formacion de nanoparticulas magneticas las cuales deben estar en
parametros constantes.

Figura 18. a) Comparacion del ferrofluido después de haberle realizado su tratamiento
magnético. b) Producto final de nanoparticulas magnéticas precipitadas.

Figura 19. Uso de la Liofilizadora, resecando nuestras muestras.

Figura 20. a) Formacién del recubrimiento del SiO2 a nuestras Nanoparticulas, al modificar
parametros se puede cambiar el tamano de las esferas de Si, b) Microesferas en nuestra solucién,
¢) Producto final liofilizado.

Figura 21. a) Se muestra la formacién de curvas obtenidas b) Concepto de celda unitaria.

Figura 22. La difraccién: Es un fenémeno de dispersion. Los atomos dispersan la radiacion

~ Xl ~

pagina
15
19

21
21

23
24

24
25

26
27
28
28
29
31
35
35
36
37
37

39

41
43



incidente en todas direcciones, y en algunas direcciones los rayos dispersados estaran
completamente en fase y por tanto se refuerzan mutuamente para formar rayos difractados..
Figura 23. Una molécula lineal de N atomos posee 3N-5 modos de vibracién, y una no

lineal 3N-6. Ejemplos: CO2 3x3-5 = 4; H20 3x3-6 = 3; SF6 3x7-6 = 15.

Figura 24. Las absorciones stretching de un enlace aparecen a frecuencias mas altas que las
correspondientes absorciones de tipo bending asociadas a ese enlace. La excitacién de un modo
asimétrico requiere mayor energia que el correspondiente modo simétrico.

Figura 25. a) Partes que Componen al TEM, b) Funcionamiento general del TEM.

Figura 26. Representacién esquematica del efecto superparamagnético A) remanencia, B) no hay
remanencia

Figura 27. Magnetémetro de balanza vibrante.

Figura 28. Modelo esquematico sobre de la temperatura inducida a un tumor mediante
Nanoparticulas magnéticas - Hipertermia.

Figura 29. [Fe(H20)6]2+ “Café Oscuro”, [Fe(H20)6]3+ “Amarillo Intenso” .

Figura 30. Producto final negro el cual posee magnetita (Fe304).

Figura 31. Esquema de Deprotonacion y Oxidacion que permiten la sintesis de Nanoparticulas
Magneéticas.

Figura 32. Demostracién de la precipitacién de magnetita, a) 5 lavados aprox. / tiempo de 48 hr
b) 10 lavados aprox, / tiempo de 144 hr c¢) 20 lavados / tiempo de 288 hr.

Figura 33. Estructuras quimicas de los precursores de silanos.

Figura 34. Esquema de Nanoparticulas Magnéticas Core-Shell.

Figura 35. Interaccion magnética en la estructura de magnetita.

Figura 36. Modo de empleo del sonicador de bafio

Figura 37. Imagenes obtenidas de las Nanoparticulas de Magnetita Amorfa a 50, 100 y 200 nm de
aumento.

Figura 38. Distribucién homogénea de las Nanoparticulas Magnéticas de Magnetita.

Figura 39. Espectro Infrarrojo de Si con el cual podemos comparar nuestro espectro analizado.
Figura 40. Generacion de hipertermia en Nanoparticulas de magnetita.

Figura 41. Orientacién y direccionamiento de Nanoparticulas Magnéticas para generar contraste
en imagenologia..

Figura 42. Embobinado prototipo en forma de estrella para un posible mejor funcionamiento

hipertérmico

~ X~

46

47

48
49

50
52

54
55
55

56

57
57
60
62
63

64
69
73
73

77



~XIV ~



INTRODUCCION

La nanomedicina ha revolucionado notablemente en las areas de diagnostico y
tratamiento del cancer. Esta ciencia ha permitido la investigacion de nuevas
terapias, asi como de imagenologia, con avances en la deteccion temprana,
prevencion y control de esta enfermedad. Esta nueva tecnologia ofrece una gran
variedad de alternativas para observar células individuales y rastrear el
movimiento incluso de moléculas individuales en su entorno. La nanotecnologia
permitira estudiar, observar y modificar los multiples sistemas que se ven
afectados en el proceso de propagacion del cancer. Asi como a identificar “puntos
clave de obstrucciéon”, tanto bioquimicos como genéticos, y controlar
enfermedades a través de terapias moleculares.

Las aplicaciones existentes y en proceso que incluyen nanoparticulas son muy
numerosas. La siguiente lista enumera el desarrollo de las futuras aplicaciones en
nanomedicina, entre las mas importantes destacan:

N ANOMEDICINA e Cremas y Polvos Antibacteriales (Ag).

ANM/AINUIIVER.BIANLAINSR e Recubrimientos biocompatibles para
implantes.

e Deteccion y biomarcadores
(Ag,Au,Puntos Cuanticos).

o Biosensores (Oxidos Metalico ,
Polimeros, Nanotubos de Carbono.)

e Promotores de crecimiento de hueso
(ceramicos de hidroxiapatita).

e Diagndstico y tratamiento de cancer
(Nanoparticulas magnéticas).

o Receptores de antigenos, Imagenes
enzimaticas y celulares (Puntos
Cuanticos).

e Fungicidas (Zn0O3,Cu.0).

e Entrega de genes (NTC).

o Agentes de contraste Resonancia
Magnética (Fe203,Fesz04).

e Composicion dental.

Fig. 1 Futuras Aplicaciones de la Nanotecnologia para nuevos tratamientos a enfermedades.

El Instituto de Estados Unidos de América, “Project on Emerging
Nanotechnologies”, consideré en su lista mas de 470 productos en Mayo del 2007,
estos han sido analizados y verificados por poseer algin modo de nanotecnologia.

[1]
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En afios recientes, las nanoparticulas (NPs) han sido objeto de estudio en un
amplio rango de aplicaciones biomédicas. Las arquitecturas core-shell permiten
combinar multiples funciones en una nanoparticula singular. Un ejemplo comtn es
un core (Nucleo) inorganico que es seleccionado por sus propiedades fisicas
Unicas, las cuales son recubiertas mediante una capa (Shell) organica que mejora la
estabilidad coloidal mientras reduce la toxicidad de las nanoparticulas. Esta
modificacién en la superficie juega un rol esencial en determinar la aplicacién
exitosa de las nanoparticulas, al mantener la estabilidad en medios de suspensidn,
prevenir aglomeraciones, mejorar la biocompatibilidad, y proveer funcionalidades
adicionales como métodos de liberacion controlada en determinados casos.

Este trabajo de tesis se ha estructurado en cinco diferentes capitulos.

En el primero de ellos, se plantean los antecedentes a la problematica del cancer y
los avances de la nanotecnologia en esta area de la biomedicina, asi como el
fundamento de la hipertermia.

En el segundo capitulo se describen las metodologias usadas para la sintesis de los
materiales. También, se describen las diferentes técnicas empleadas para la
caracterizacion de las propiedades fisicas y de estructura de las nanoparticulas
oxidos de hierro.

En el tercer capitulo se hace una presentacion detallada de los resultados
obtenidos en el desarrollo de la tesis y a su vez se analizaran a profundidad estos

mismos, siendo objetivos en cada técnica empleada.

En el cuarto capitulo se argumentaran las conclusiones representativas de nuestra
investigacion.

Para finalizar, en el quinto capitulo se presentan las perspectivas de este trabajo
de tesis.
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OBJETIVOS

GENERAL.:

Obtener nanoparticulas de magnetita en configuracion Core-Shell (Fe304/Si02)
para futuras aplicaciones en diagndstico y tratamiento de cancer por hipertermia.

ESPECIFICOS:

1.Sintetizar nanoparticulas monodispersas de magnetita (Fe304) empleando una
base organica mediante el método de coprecipitacion.

2.Producir nanoparticulas menores a 20nm.

3.Caracterizar las propiedades fisicas de las nanoparticulas sintetizadas en funcién
del tamafio y el recubrimiento SiO;.

4.Seleccionar las nanoparticulas sintetizadas que presentaron mejor distribucion
de tamafio con la intencion de llevar a cabo su funcionalizacién mediante el

recubrimiento de Silice.

5. Evaluar las propiedades de las nanoparticulas en core-shell (Fe304/SiO2) para su
posible aplicacidn en diagndstico y generacion de hipertermia.

~17 ~



Capitulo 1 . ANTECEDENTES

1.1 EL CANCER

El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del cuerpo; es caracterizado por el crecimiento
incontrolable y el esparcimiento de células anormales. Puede ser causado por
factores externos como: organismos infecciosos, dieta no saludable, uso frecuente
del tabaco, factores internos como: mutaciones genéticas hereditarias, problemas
hormonales e inmuno deficiencias. Estos factores podrian actuar en conjunto o
independientemente para causar cancer. Los actuales tratamientos incluyen,
cirugias, radiacion, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y terapia
dirigida. [2]

Cuando una célula pierde su dependencia a factores de crecimiento, y adquiere
autonomia del medio para proliferar sin control de sefales externas, se considera
cancerosa, ésta pierde el control de su propio desarrollo. Una célula cancerosa esta
rodeada por un tejido sano y se replica a una velocidad mas alta que otras,
provocando un desequilibrio en el suministro de nutrientes y eliminacién de
productos de desecho metabdlico. Una vez que una masa tumoral pequefia se ha
formado, el tejido sano no podra competir con las células cancerosas en cuanto al
suministro insuficiente de nutrientes en el torrente sanguineo. Las células
tumorales desplazan a las células sanas hasta que el tumor alcance un tamafo
maximo, sin iniciar “apoptosis”, lo cual es una muerte celular programada o
provocada por el mismo organismo, con el fin de autocontrolar su desarrollo y
crecimiento, esta desencadenada por falta de nutrientes como el oxigeno, glucosa o
aminoacidos; sin embargo, en el fondo del tumor en crecimiento diversas células
se extinguen por necrosis debido a la falta de nutrientes y a una descompensacion
entre la entrada y eliminaciéon de productos, en caso contrario el tumor se
vasculariza para llevar nutrientes necesarios al interior del tumor. [3]

En México, para el afio 2012 se registraron 78,719 defunciones por esta causa con
una tasa de mortalidad general de 67.8 por cada 100,000 habitantes, siendo el sexo
femenino ligeramente mas afectado con una tasa de mortalidad de 68 y el
masculino 67.5 consecuentemente. [4]

~18 ~



Grafica1. Grafico circular el cual denota la tasa de mortalidad por cancer en México en el afio 2012.

1.2 INTRODUCCION HISTORICA A LA HIPERTERMIA

De acuerdo al National Institutes of Health (por sus siglas en ingles NIH) la
hipertermia, la cual es llamada también termoterapia, es definida como un tipo de
tratamiento alterno contra el cancer en éste, el tejido del cuerpo es expuesto a
temperaturas de alrededor de 40°C para dafar y matar a las células cancerosas
(sensibles al calor), o para volver mas sensitivos los efectos de radiacién y ciertos
farmacos anticancer. Esta es utilizada como una terapia adjunta a la radioterapia
y/o quimioterapia para incrementar su efectividad, diversos estudios cientificos
han demostrado que por si sola puede alterar de modo favorable los efectos
inmunologicos y antineoblasticos.

Fig. 2 Imagen la cual demuestra el uso de diferentes técnicas aplicadas para disminuir o erradicar
el tejido canceroso.
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Historicamente, la hipertermia se ha utilizado desde hace muchos siglos atras, por
los Romanos, Griegos y Egipcios, para curar cancer de mama en especifico. Los
médicos de la India practicaban hipertermia local y completa del cuerpo, en el afio
3000 A.C., mediante por lo menos 5 fases de oleacién, los cuales consistian en
masajes de cuerpo entero con aceites medicinales, un exhaustivo régimen dietético
y la purgacion local o completa del cuerpo mediante aplicacion del calor.

En 1868 en Alemania, Busch concluyé que la fiebre inducida por ciertas bacterias
como las erisipelas, podrian causar una regresién tumoral o curar cancer. En la
ultima década muchos estudios en combinacion con la radioterapia (RT) y
quimioterapia en diferente orden, fueron realizados para obtener un mejor control
local y especifico de superficies tumorales.

La hipertermia local (LHT) ha demostrado inducir quimio-radio-sensibizaciéon a
temperaturas >42°C, y al aumento de oxigenaciéon, un problema el cual
parcialmente explicaria el efecto de radiosensiblizacién. [5]

Los sistemas de hipertermia convencionales son disefiados para provocar calor a
los tejidos; aproximadamente desde 40°C hasta 44.0°C. En principio, la
hipertermia puede erradicar un extenso numero de células tumorales.

Este concepto se basa en el principio que mediante un campo magnético alterno
(AMF), una particula magnética puede generar calor por perdida de histéresis. En
1979, Gordon et al. fué el primero en proponer el concepto de induccion
intracelular por hipertermia , utilizando nanoparticulas de dextrano-magnetita.
Ellos inocularon el carcinoma mamario y administraron nanoparticulas
magnéticas via intravenosa a ratas Sprague-Dawly, demostrando el calor inducido
debido al campo magnético alterno aplicado, siendo éste gradual en varios de sus
experimentos in vivo. También se ha propuesto la hipertermia mediante fluidos
magnéticos en diversos estudios comprensivos in vitro.

La importancia de las propiedades en las particulas magnéticas para inducir
hipertermia son diversas ya que son biocompatibles, inyectables y no son téxicas;
tienen un gran nivel de acumulacion en el tumor y una absorcién efectiva de
energia del campo magnético alterno adquirido. [6]
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Fig. 3 Funcionamiento del tratamiento mediante nanoparticulas magnéticas y un campo magnético
alterno puede alterar las nanoparticulas obteniendo grandes beneficios.

1.3 LA NANOTECNOLOGIA Y EL NANOMAGNETISMO

La nanotecnologia engloba la interacciéon multidisciplinaria de diversas areas de la
ciencia y la tecnologia en los que se estudian, obtienen y/o manipulan, de manera
controlada, materiales, sustancias y dispositivos de dimensiones desde 1
nanometro (millonésima parte de un milimetro) hasta 1000 nandmetros, con el
objetivo de explotar las nuevas propiedades y fendémenos que emergen a nivel
atomico y supramolecular.

El acercamiento a la nanotecnologia o nanociencia ha permitido el surgimiento de
nuevos campos como la nanobiologia, nanoelectrénica, y nanoquimica. Un
parteaguas y area fundamental es el nanomagnetismo. Desde los primeros
precursores en la primera mitad del siglo XX hasta los recientes desarrollos
magnéticos estructurados, han sido objeto de caracter cientifico con muchas
presentes aplicaciones emergentes.

Fig. 4 Diferentes escalas de medicion para obtener un orden comparativo entre ellas.
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Las nanoparticulas pueden ser obtenidas de diversos materiales quimicos
naturales, los mas comunes son los metales, 6xidos metalicos, silicatos, ceramicos
nonoxidos metdlicos, polimeros organicos, carbono y biomoléculas. Las
nanoparticulas existen en diversas morfologias como esferas cilindricas, alambres,
tubos, etc. Generalmente, son designadas con modificaciones superficiales
encaminadas a proceder las necesidades especificas de las aplicaciones a las que
vayan a ser sometidas. [1]

Un fascinante aspecto del nanomagnetismo es que la fisica involucrada va mas alla
de la mezcla entre la escala atémica y los efectos macroscopicos. La principal
competencia entre las interacciones electrostaticas, asi como el intercambio
magnético, y las correcciones relativistas, dando hincapié a una gran variedad de
fendbmenos los cuales van desde cero hasta una temperatura finita, gobernando el
comportamiento de la estatica y dindmica de las estructuras. [7]

1.4 MAGNETITA: ESTRUCTURA ATOMICA, PROPIEDADES MAGNETICAS Y
POSIBLES APLICACIONES EN LA MEDICINA

Los oxidos de magnetita, especialmente magnetita y magemita, han sido
estudiados por mucho tiempo debido a su gran alcance, potencial cientifico y
tecnolégico, estos también son empleados como blancos para la entrega de
farmacos y para terapia de cancer por hipertermia.

Estudios recientes han demostrado que Fe2+ (acuoso), reaccion6 con una ultima
clase de o6xidos de Fe resultando en una recristalizacion extensiva y en un
intercambio de iones de Fe entre el mineral sélido y la fase acuosa. El mecanismo y
la fuerza del manejo termodinamico de recristalizacidon sigue siendo un tema a
debatir, pero se ha propuesto que este proceso involucra la conduccion del
electréon, mas que la difusiéon de Fe, especialmente a temperaturas bajas. Ademas,
la magnetita (Fe304), la cual contiene hierro en dos estados de oxidacion (Fe2+y
Fe3+) puede ser facilmente oxidada en magemita (y-Fe203),dejandonos con una
magnetizacion mas débil. El conocimiento del contenido del oxigeno es un
indicador y punto clave para la obtencion de nuestro material deseado. [8]

La magnetita Fe;04 tiene un peso férmula de 1852.31 g/mol, presentando una
estructura cristalografica cubica; esta a su vez tiene un parametro de red de
a=8.3969 A, un radio de red de a/b= 1.0000, b/c= 1.0000 c/a= 1.0000, un volumen
de red de 591.86 A3 y una densidad de 5.1966 g/cm3.
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Fig. 5 Estructura de la red cristalina de magnetita vista desde diferentes angulos.

Tabla 1. Parametros de la magnetita obtenidos mediante programa Diamon 3.0, Crystal Impact en base a las
posiciones de atomos de hierro Fe*" y Fe**

Dos métodos principales han sido desarrollados para obtener nanoparticulas de
magnetita. La descomposicion de precursores organometalicos como el hierro
pentacarbonil, hiero (III) ferronato de cobre (FeCus), o hierro (III) acetilacetonato
(Fe(acac)s) en la presencia de surfactantes y la precipitacion de iones Fez* y Fe3+*
en un medio basico acuoso. [8]

A lo que respecta a la magnetita Fe, el intercambio atémico es de particular
importancia en el trabajo de investigacién sobre radionucleidos en el campo
proximo como pueden ser: Cesio, Estroncio, Molibdeno y Selenio que son
estructuralmente incorporados dentro de red cristalina de la magnetita. [9]

En todos los métodos de sintesis para obtener nanoparticulas de magnetita es
importante tener control sobre parametros como pH, relacién Fe2*/Fe3+, volumen
de reactivos, tiempo y temperatura de reaccion porque de esto dependera la tasa
de nucleacidn, crecimiento y consecuentemente el tamafio de particula, también es
posible el uso de surfactantes para reducir la aglomeracion y mantener estables a
las nanoparticulas en suspensiéon. Con las técnicas mencionadas anteriormente es
posible obtener nanoparticulas con tamafios entre 2 y 30 nm. [8]

La magnetita (Fe304) y magemita (Fe:03) son los mejores candidatos para
hipertermia magnética debido a su biocompatibilidad. Goya et al. Presenté un
estudio de la eficiencia de absorcion en diferentes haces de magnetita coloidal
para tener un rango del potencial a ser usada en hipertermia. Otros materiales
como el hierro en aleacién con cobalto, niquel, platino han sido investigados para
ser usados en hipertermia de fluidos magnéticos. [10]
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1.5 SUPERPARAMAGNETISMO EN MAGNETITA

La energia térmica, los efectos en tamafio cuantico y la amplia superficie de area de
las nanoparticulas magnéticas individuales, son responsables del fenémeno
superparamagnético de los ferrofluidos. La hidrodinamica del rango de tamafio de
particula de los superparamagnéticos es de un orden de 50-500 nm, y
superparamagneéticas ultra pequefias menores a 20nm. [11]

Desde el punto de vista cristalografico, la magnetita posee muchas posibles
estructuras cristalinas, las cuales van desde estructuras inversas cubicas hasta
haces de perovskita octaédrica. AUn mas importante, cualquier pequefio cambio en
la estructura cristalografica podria causar alteraciones en la simetria magnética.
[12]

Fig. 6. Estructura de Espinela. En rojo se presentan los 32 iones de oxigeno, en gris se representa los 9 iones
en sitios tetraédricos y en morsado los 16 sitios octaédricos. En la espinela i2nversa3, los 8 sitios tetraédricos son
. + . . . . + + . .z
ocupados por iones Fe™ mientras que los octaédricos por iones Fe“" y Fe™ en igual proporcion.

Los principales mecanismos de disipacion del calor por corriente alterna mediante
un campo magnético para nanoparticulas superparamagméticas son: el
movimiento Browniano y la pérdida en la relajaciéon de Néel. Andreas Jordan et
alrealiz6 una gran aportacion en las bases de fluidos magnéticos mediante
hipertermia usando nanoparticulas superparamagnéticas biocompatibles.
Rosenweig ha desarrollado relaciones analiticas y poder computacional de la
disipacion del fluido magnético sujeto a un campo magnético de corriente alterna.

Fig. 7 Estructuras Nanometricas magnéticas.
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En el mecanismo de relajacién de Néel, el momento magnético dentro de la
particula magnética rota hacia el campo magnético externo denominado “Friccién
Interna” debido al movimiento del momento magnético el resultado es la
generacion de calor. Por otra parte, en el mecanismo de relajacién Browniana, la
particula por si sola rota en la base del fluido hacia el campo externo. La friccion
entre particula y la base del fluido produce calor. [10]

NEEL RELAXATION BROWNIAN RELAXATION

After application of 2 After application of a
Magnetic field B Magnetic field B

a) b) @ T&g :- 5\53
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[ TN g 15’:' *

Fig. 8 a) Relajacion Néel, b) Relajacién Browniana, C) Diagramas del proceso de relajacion de las particulas
mediante un campo magnético externo.

El magnetismo de los materiales se debe a la presencia de momentos magnéticos
atomicos. Los elementos mas importantes que producen momentos magnéticos
son los que poseen electrones no compartidos en los orbitales 3d de la primera
serie de transicion. Entre estos elementos se encuentran algunos constituyentes de
minerales muy comunes, como el Fe, Mn, Ti y Cr. Los momentos magnéticos de
estos elementos de transicidon son el resultado del espin de electrones solitarios,
no apareados. Si una estructura tiene una distribucién aleatoria de dipolos
magnéticos (causados por cationes constituyentes especificos con espines no
apareados), se dice que es paramagnética. Situada esta estructura en un campo
magnético, los pequenos dipolos tienden a alinearse con el campo magnético
externo. [13]

Cuando un material se expone a un campo magnético, el giro de sus electrones se
bambolea hasta producir un momento magnético paralelo al campo al que esta
expuesto; esto es, en el material se ha inducido una magnetizaciéon (M) que es
proporcional (k) al campo de exposicién (H).
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Fig. 9 Momento magnético del movimiento orbital de un electrén alrededor de su nucleo de protones y
neutrones y momento magnético de su giro axial (spin axial).

M = kH

La intensidad del campo de exposiciéon o externo H (unidades en Amp/m), es
proporcional al campo de induccién magnética (B), e inversamente proporcional a
la permeabilidad del espacio vacio (0 = 4w 10*-7Henry*8/m) H = B/u0. La
magnetizacion M es el momento del dipolo magnético (grado de alineacion de los
dipolos magnéticos) por unidad de volumen (sus unidades en Amp/m).

El grado de proporcionalidad k, es la susceptibilidad, la cual es una constante
adimensional para cada material, reportada en wunidades SI (Sistema
Internacional).

En un cristal ferromagnético, todos los momentos individuales se alinean incluso
sin un campo externo. Por otro lado, un cristal ferromagnético, tiene un momento
magnético neto a partir de dos tipos de atomos con momentos magnéticos de
diferente magnitud que se disponen en forma antiparalela; un ejemplo de un
material ferromagnético puede ilustrarse con el comportamiento de la magnetita
[14].

En un material ferromagnético de bulto, la magnetizacion M es la suma vectorial
de todos los momentos magnéticos de los atomos en el material por unidad de
volumen. La magnitud de M es generalmente menor que su valor inicial cuando
todos los momentos atomicos estan perfectamente alineados, ya que el material de
bulto se compone de dominios, cada dominio tiene su propio vector de
magnetizacion que surge de una alineacion de los momentos magnéticos atdmicos
dentro del dominio. El vector de magnetizacién de todos los dominios puede no
estar alineado, lo que lleva a una disminucién de la magnetizacién total. Cuando el
volumen de una pequefia particula es reducido por debajo de un valor
determinado, llamado tamafio de dominio critico, (DCritico), la proximidad de las
paredes de muchos dominios en un volumen pequefio no es energéticamente
estable, por lo que una configuraciéon de un unico dominio se adopta. Dentro de
este Unico dominio magnético todos los momentos magnéticos atémicos se
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magnetizan en la misma direccion, la suma de estos se comportarian como un
momento magnético gigante (superparamagnético).
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Fig. 10 Diferentes tipos de comportamiento magnético. Las flechas rellenas indican el campo aplicado y las
vacias la magnetizacion del material bajo el campo aplicado (lado izquierdo). Curva de histéteris (lado
derecho).

1.6 GENERACION DE CALOR: HIPERTERMIA MAGNETICA CON
NANOPARTICULAS

Las aplicaciones por hipertermia requieren particulas en el rango de 15-50 nm,
mientras que tamafios menores de 10 nm son apropiados para inducir resonancia
magnética (MRI). Obteniendo particulas estrechas en tamafios de distribuciéon en
el rango de 10-50 nm y asi haciendo posible su descripcién. Los efectos del tamafio
de particula y la contribucién de superficie en la magnetizaciéon no son del todo
entendidos. [8]

El acercamiento clasico de la hipertermia consiste en exponer al paciente a ondas
electromagnéticas con algunos cientos de frecuencias MHz. El Instituto Nacional
del Cancer reconoce tres tipos diferentes de tratamientos por hipertermia.

1: Hipertermia Local: El calor es aplicado a un area pequefia, usando varias
técnicas que liberan energia para calentar el tumor. Diferentes tipos de energia
podrian ser usadas para aplicar calor, incluyendo microondas, radiofrecuencia,
ultrasonido, laser, entre otras. El sitio del tumor tiene pequefas protuberancias,
permitiendo a las NPs entrar a la célula tumoral por un acercamiento de objetivo
pasivo de acuerdo a las propiedades biofisicoquimicas de las particulas.

2: Hipertermia Regional: Grandes areas de tejido, como pueden ser cavidades del
cuerpo, 6rganos o miembros, son calentados usando diferentes acercamientos

como aplicadores externos o de perfusion regional.

3: Hipertermia completa del cuerpo: Es usado como tratamiento metastico de
cancer que se ha expandido por todo el cuerpo. [15]
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Fig. 11 Esquema sobre el actuar de la Induccion por Hipertermia.
SISTEMAS CORE DE NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas de silice mesoporosas son actualmente estudiadas al servir
como sistemas de liberacion de farmacos controlados; ya que poseen un disefio
Unico y particular. Las nanoparticulas de silice pueden ser templadas con canales
mesoporosos que pueden servir a su vez como agentes acarreadores de farmacos
potenciales.

Al disefiar un sistema de nanoparticulas de liberacién controlada, es de particular
interés el seleccionar el core apropiado. Como se ha mencionado en diversos
articulos, las nanoparticulas esféricas core-shell son de mayor interés, siendo un
nuevo método para combinar diferentes propiedades fisicoquimicas desde el core
(nucleo) hasta materiales shell (recubrimiento o coraza).

Core

Coloured
Fluorescent
Magnetic

Drug reservoir
Empty (removed)

Shell

Particle stabilisation
Biorecognition function
Receptor function
Optical property

Fig. 12 Esquema sobre el funcionamiento y diversas propiedades del sistema Core-Shell.
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1.7 PROCESO SOL-GEL

Uno de los métodos empleados para generar 6xidos a partir de precursores en
meédio acuoso fue propuesto por Brinker y Sherer, ahora conocido como -“sol-gel” y
consiste en la “obtencion de materiales 6xidos por medio de la preparacién de un
sol, la gelacion del sol y la eliminacion del solvente”. Un sol es una dispersion de
particulas coloidales sdlidas en una fase liquida, en donde las particulas son
suficientemente pequefias para permanecer suspendidas por el movimiento
browniano. Un gel consiste de dos fases, en donde la fase s6lida forma una red que
atrapa e inmoviliza a la parte liquida. El crecimiento de las particulas se puede
llevar a cabo por difusion entre las fronteras al formar aglomerados. Las
condiciones en la superficie o en la frontera entre particulas determinara el
proceso de difusion de moléculas o atomos. También la presencia de impurezas en
la frontera puede cambiar el mecanismo de los procesos.

Fig. 13 Reaccion Sol-Gel con sus diferentes variantes.

En 1946 Cogan y Setterstrom publicaron sobre las propiedades del
tetraetoxisilicato (TEOS) (Si-O-CH2-OH) como una fuente para obtener silice. Esta
referencia promovio la investigacion industrial para perfeccionar la utilizacion del
método y la preparacion de las soluciones de tetraetoxisilano parcialmente
hidrolizadas.

Durante la etapa inicial (pregelacion), los reactantes (alcoxidos y el metal
precursor) se hidrolizan y se condensan para formar un gel.

La hidrolisis ocurre cuando el agua se adiciona al alcoxido, el cual generalmente se
disuelve en alcohol o en algin otro solvente apropiado. Las principales reacciones
involucradas en este proceso son: hidrdlisis (formacion del “sol” con el alcéxido
metalico y adicién de agua o una soluciéon de agua/alcohol), para formar especies
MOH sumamente reactivas, seguida de una reacciébn de condensacion o
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polimerizacion de estas especies mediante los mecanismos en competencia de
alcoxolacion, oxolacién y olacién para formar el gel. Después se afieja y se seca a
temperatura ambiente y finalmente, el gel se trata quimicamente. [16]

1.8 FUNCIONALIZACION DE MAGNETITA (Fe304/Si0>)

Debido a las propiedades nobles fisicoquimicas, hay grandes esperanzas para el
desarrollo de un nuevo tratamiento y posibilidades en medicina basadas en SPIONs,
(Nanoparticulas de Oxido de Hierro Superparamagnéticas). De cualquier modo, se
establece que para ser usados para seguridad y campos biomédicos de alto nivel, las
NPs deben estar recubiertas por materiales que satisfacen los siguientes
requerimientos:

(i) Prevenir la opsonizacion de SPIONSs, la cual dirige el movimiento acelerado
de las nanoparticulas por la sangre.

(ii) Evitar la aglomeracion de las nanoparticulas en el medio biolégico.

(iii) Lograr la carga de superficie deseada para el propdsito en especifico de
las NPs.

(iv) Preservar las funcionalidades de los nanomateriales.

(v) Exhibir la absorcion de las proteinas en la superficie de los SPIONs y su
correspondiente desnaturalizacion.

(vi) Asegurar la biocompatibilidad de los SPIONSs.

En consecuencia para lograr estos requerimientos, diversos recubrimientos
organicos e inorganicos han sido aplicados en la superficie de las Nanoparticulas.
Estos recubrimientos incluyen materiales como: polietilenglicol, polietilenglicol
fumarato, polivinil alcohol, recubrimientos con base de acrilato, recubrimientos
con base de polisacaridos, poliéster sintéticos, alginato, quitosan / polietilenamina,
oro, y silice. La citotoxicidad de los recubrimientos de las nanoparticulas desnudas,
han sido evaluadas por varios métodos, desde in vivo e in vitro, entre otros. [15]

Diferentes investigaciones demustran que una vez cargadas las nanoparticulas con
el farmaco, pueden ser ubicadas en una regiéon de interés mediante un campo
magnético externo, siguiendo este procedimiento por un periodo de semanas.
Esto ayuda a lograr la 6ptima dosificacion al reducir la toxicidad sistematica del
farmaco, y reduce la probabilidad de resistencia del farmaco, la cual resulta por la
insuficiencia del farmaco presente. La distribucion de las nanoparticulas e
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indirectamente la concentracién de los farmacos pueden ser determinados
mediante resonancia magnética (MRI). [17]

El uso de Silice en el recubrimiento de NPs esta siendo de gran influencia para el
estudio de caracterizacion adecuado y asi poder determinar el tamafio de
particula, la homogeneidad de nuestras NPs y su recubrimiento.

32 ¥ B
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Fig. 14 Imagen FESEM de PS Core y PS/Si
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02 Composicion de Particulas.

1.9 FUTURAS APLICACIONES EN DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO LOCAL
DEL CANCER

Por otra parte: La nanotecnologia puede tener un impacto importante al cambiar
el paradigma de como los investigadores clinicos detectardan el cancer en sus
primeros estadios. La nanotecnologia se esta aplicando para hacer uso de
biomarcadores, los cuales pueden ayudar a investigadores por medio del analisis
molecular mediante imagenes de lesiones malignas y permitir a los médicos ver
células y moléculas que no son detectables por métodos convencionales de
estudios de imagenes. Ademas, las nanoparticulas fotoluminiscentes podrian
ayudar a oncoélogos a distinguir entre células cancerosas y células sanas. [18]
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La siguiente tabla nos muestra el uso mas frecuente de sistemas con particulas

magnéticas en hipertermia.

TIPO DE SISTEMA

Sistemas Core-Shell

TRABAJOS

Sistemas de objetivos pasivos,
usados para tratamiento local a baja
y alta capacidad de objetivo.
Utilizacién de pH y polimeros
termosensitivos, pudiendo utilizarse
como sistemas de liberacion
controlada.

Magnetoliposomas y
Encapsulamiento de SPIONSs
en la coraza liposomal

El tiempo de circulacién de la sangre
ha sido incrementado en
comparacion con los SPIONSs.

Microesferas magnéticas y
microcapsulas

El tiempo de circulacion de la sangre
es incrementado, el sistema tiene
potencial de ser utilizado en
aplicaciones teranosticas.

Tabla 2. Futuras Aplicaciones de Nanoparticulas Magnéticas aplicadas en Hipertermia.
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Capitulo 2 . DESARROLLO
EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los materiales y equipos, asi como el
procedimiento experimental desarrollado.

2.1 REACTIVOS

REACTIVOS ESPECIFICACIONES

Sigma-Aldrich, pureza 20%, peso
(N(C2H5)4-OH) molecular 147.31g/mol,
densidad=1.01g/cm3
Cloruro de hierro hexahidratado Sigma-Aldrich, pureza >98%, peso
(FeCI3+ 6H20) molecular

270.3 g/mol, punto de fusion 37°C, punto
de ebullicion 280 - 285 °C, densidad=

1.820 g/cm3
Cloruro ferroso tetrahidratado Sigma-Aldrich, pureza 99%, peso
(FeCl2 « 4H20) molecular 198.81g/mol, punto de fusién
105-110°C, densidad= 1.93 g/cm3
Agua destilada J.T. Baker, reactivo, peso molecular
18g/mol
Acido Clorhidrico (HCI) Sigma-Aldrich, pureza 37%, peso

molecular 36.46g/mol, punto de
ebullicion >100°C,
densidad 1.2 g/cm3 (25°C)

Metanol (CH3OH) J.T. Baker, pureza 99.97%, peso molecular
32.04 g/mol
Argén (Ar) Pureza 99.997%, peso molecular
39.95g/mol
Aceite de oliva Extra virgen, refinado de baja acidez
Tetraetoxysilano (TEOS) Sigma-Aldrich, pureza 10g
Acido Citrico J.T. Baker, pureza 90.%, 7 mL
Etanol J.T. Baker, pureza 99.90%, 10%

Tabla 3. Reactivos y sus Especificaciones.
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2.2 EQUIPOS

EQUIPO MODELO

Bano de Ultrasonido SHARPERTEK, modelo SH80

Difractometro de Rayos X (RXD) Bruker-D8, Cu-Ka

Microscopio Electréonico de Transmision JEOL JEM-4000EX

Espectroscopia Infrarojo (IR)

Agitador digital de pedestal IKA RW20 115V 60Hz

Agitador magnético Fisher

Parrilla de calentamiento

con agitacién magnética Fisher

Agitadora Mecanica Burrell Sci. Wrist Action

Liofilizadora LABCONCO

Potenciometro Thermo Scientific
Bomba Peristaltica de Inyeccion de bajo flujo

(0.03-8.20mL/min)
Sistema de Vacio BRUKER

Tabla 4. Equipos y Modelos empleados.

2.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS POR EL METODO DE
COPRECIPITACION

Para la obtencion de nanoparticulas de magnetita homogénea se utilizaron las
siguientes reacciones.

2Fe*(ac) + Fe**(ac) + 8 OH-[ac] — Fe304(|) + 4 H,O(l)

La sintesis de las nanoparticulas de magnetita (Fe304)se realiz6 en solucién acuosa
sin ningun surfactante. Una combinacidn estequiométrica de Fe3+/Fe2+ en relacion
2:1 del cloruro de hierro y el cloruro ferroso en un medio basico mediante la
preparacion del pH=11-12 En adicién, 0.85 mL de 12.1 N HCl y 25 mL de agua
purificada, agua desoxigenada fue afiadida.

F i+ 20 mL

e
Fe?* 10 mL

Tabla 5. Volumen de Fe3+ / Fe2+ empleado en la reaccioén para la base de Hidroxido de tetraetilamonio.
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Fig. 15 Sistema desarrollado para la obtencion de nanoparticulas magnéticas.
SOLUCION I

1. Se colocan 55 ml de agua destilada (H20) en un matraz de bola con tres cuellos.
2.Se agregan 15 ml de acido clorhidrico al 37% (HCl) a la solucidn anterior, al
mismo tiempo se mantiene bombeando Argon en nuestro sistema durante treinta
minutos.

3.Se introduce el peso apropiado de nuestro Fe (III) en vaso de precipitado
deacuerdo a la proporcién establecida con anterioridad dependiendo de la
cantidad que deseemos reaccionar. Se sustraen 30 mL del matraz de bola y se le
adicionan a nuestro vaso de precipitado dando como reaccién (FeCl3).

4. Se agita durante 6 hrs a temperatura ambiente.

SOLUCION II

1. Se coloca el peso apropiado de nuestro Fe (II) en vaso de precipitado
dependiendo de la cantidad que deseemos reaccionar. Se sustraen 6.50 mL de
nuestro matraz de bola con la primera reaccion llevada a cabo y se le adicionan a
nuestro Fe(II) para obtener (FeCl2).

2.Se mantiene en agitacion durante 4 hrs a temperatura ambiente.

Fig.16 Soluciones obtenidas de Cloruro de Hierro (lll) en color cafe y Cloruro de hierro(ll) en color verde.
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SOLUCION 1lI

1. Procedemos en un matraz de tres cuellos a vaciar 2.5 ml de la solucién I, una
relacién 2:1 a la solucién I y II1.

2. Esta solucidon se mantendra a una temperatura de 70°C y también en constante
agitacion mecanica de 415 rev/min aprox, por lo que antes de realizar las mezclas
se prepara la parrilla y el agitador mecanico, ya que si llegara a tocar las paredes
de nuestro matraz de bola podria alterar la reacciéon y el sistema
consecuentemente.

3. Se mantiene con una atmodsfera de Argon por uno de los cuellos durante 30-35
minutos.

4. Se adiciona Hidroxido de tetraetilamonio (N(CH2)sOH); este procedimiento es
por goteo utilizando una bomba peristaltica, la cual debe estar previamente
calibrada y esterilizada para su uso.

5. Se mantienen parametros constantes (temperatura, presion, agitacion, bombeo
peristaltico, entre otros factores) ya que el no tomarlos en cuenta podria ocasionar
que nuestra reaccion fracasara causando malformaciones en las nanoparticulas
magnéticas.

Fig. 17 Sintesis y Formacion de nanoparticulas magneticas las cuales deben estar en parametros constantes.

6. Finalmente la soluciéon obtenida se colocé dentro del bafio de ultrasonido
durante 10 min con el fin de eliminar aglomerados y posteriormente se determind
el pH.

7.Ya teniendo nuestra solucion final procedemos a realizar diversos lavados con
agua destilada teniendo cuidado de no extraer y contaminar nuestro sustrato con
las nanoparticulas en cada lavado. Se extrajo el exceso de base con una
Micropipeta de 0.5-5 mL y posteriormente el precipitado se lavé con una soluciéon
acuosa MeOH: H20 1:1 utilizando la agitadora Mecdanica Burrell durante 30 min de
agitacion con la finalidad de eliminar Cl- y restos de material organico proveniente
de las bases, después se dejo precipitar. Se realizaron 5 a 8 lavados a cada muestra
bajo las condiciones anteriores.
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8. Mediante un sistema de imanes se deja reposar nuestra solucién para que
precipiten las nanoparticulas de nuestro ferrofluido obtenido, el tiempo depende
siempre de la reaccion anterior y puede variar desde 24 hrs hasta semanas.

a) b)

Fig. 18 a) Comparacion del ferrofluido después de haberle realizado su tratamiento magnético. b) Producto final de
nanoparticulas magnéticas precipitadas.

9. Finalmente se sumergen los frascos en nitrégeno liquido (N: liq) y se deja
Liofilizar (extraer H20 de la muestra) durante 78 horas aproximadamente, siendo
este procedimiento diferente en tiempo en relaciéon a qué tan concentradas hayan
salido nuestras nanoparticulas; si presentan uniformidad o tienen diferentes
tamafios de particulas debido a que llegaron a oxidar o a contaminarse en cierto
momento de la sintesis.

Fig. 19 Uso de la Liofilizadora, resecando nuestras muestras.

10. Se recogen las muestras en un drea previamente sanitizada teniendo
precaucion de no suspender los polvos con nuestras nanoparticulas al aire, ya que
podria causar dafnos a nuestra salud. Se depositan las nanoparticulas en viales, o
en frascos pequefios color ambar de preferencia para protegerlos de la luz, a éste
se le administré Ar en las paredes para desplazar el oxigeno y asi evitar la rapida
oxidacion de las nanoparticulas de magnetita. Cada vial se aseguré en el desecador
base polipropileno y posteriormente procedimos a dejar reposar las
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nanoparticulas en un sistema de vacio para evitar oxidacion acelerada y
contaminacion.

11. Se caracterizan las nanoparticulas elaboradas y se seleccionan las mas
adecuadas.

12. Posteriormente se realizé un ataque quimico para empezar el recubrimiento
de Silicio y asi obtener nuestras muestras tipo core-shell; las cuales dependen del
tamafio de las nanoparticulas obtenido como se menciona en la literatura.

2.4 METODO DE SOL-GEL

El Método de Sol Gel con el que se trabajé en esta tesis es un método modificado el
cual es reportado en diversos articulos, el cual desarrollaremos a continuacién.

SOLUCION |

1. Se colocan 10 mL de H20 y 10 g de Tetraetoxysilano (TEOS) en un vaso de
precipitado.

SOLUCION II
2. Se agregan 20 mL H20 y 7 mL acido citrico.
SOLUCION III

1. Se combinan Solucién I y II mediante rigurosa agitacién reaccionando para
formar acido ortosilicato por medio de la acidificacién (en presencia de iones de
H+) de una sal de silicato en solucion.

2. Es muy comun el utilizar 1-2 g aproximadamente de nanoparticulas de Fe204
tratadas previamente con tratamiento quimico por 10 min, estas particulas
magnéticas fueron separadas, lavadas en agua destilada, posteriormente
dispersadas homogéneamente en la mezcla de 40 mL de etanol y 10 mL de agua
deionizada por ultrasonicacion por 30 min.

3. Se agregan a nuestra Solucion II1.

4. Se elimina exceso de H20 y asi facilitar nuestras técnicas de caracterizacion a
realizar nuevamente.

5. Por ultimo procedemos a eliminar moleculas de H20 mediante liofilizacion para
su caracterizacion.
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a) b) C)

Fig. 20 a) Formacion del recubrimiento del SiO, a nuestras Nanoparticulas, al modificar parametros
se puede cambiar el tamafo de las esferas de Si, b) Microesferas en nuestra solucién, ¢) Producto final
liofilizado.

Para la caracterizacién del producto se aplicaron las técnicas de:

eDifracciéon de Rayos X.
eEspectroscopia Infrarroja.
eMicroscopia Electrénica de Transmision.

2.5 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

Ya que las aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de magnetita dependen
del tamafio y la forma de éstas, su microestructura, asi como la fase quimica en la
que esta presente. Varias técnicas fisicoquimicas son empleadas para determinar
estos parametros. Las técnicas que se emplearon en este proyecto fueron:
Difraccién de Rayos-X, DRX; Espectroscopia Infrarojo, IR; Microscopia Electrénica
de Transmision, TEM; éstas con el fin de identificar y caracterizar los productos
obtenidos y pruebas de magnetizacion para definir la respuesta
superparamagnética del material.

Se hace una breve resefla de estas técnicas utilizadas, para proporcionarnos
informacién sobre su funcionamiento y uso, del mismo modo, conocer sus ventajas
y desventajas de cada una de ellas. Mediante la metodologia aplicada en esta
investigacion se plantea un modelaje sencillo del actuar de las nanoparticulas
magnéticas en un sistema hipertérmico.

2.6 DIFRACCION DE RAYOS X

Espectro electromagnético y Rayos X
Los Rayos X se descubrieron en 1895 por el fisico aleman Rontgen y recibieron ese
nombre porque se desconocia su naturaleza en ese momento.

En 1912 se estableci6 de manera precisa la naturaleza de los rayos X. En ese afio se
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descubri6 la difraccion de rayos X en cristales; este descubrimiento probé la
naturaleza de los rayos X, proporcionando un nuevo método para investigar la
estructura de la materia de manera simultanea.

Los rayos X son radiacion electromagnética de la misma naturaleza que la luz pero
de longitud de onda mucho mas corta. La unidad de medida en la regién de los
rayos X es el angstrom (A), igual a 10-1° m y los rayos X usados en difraccién tienen
longitudes de onda en el rango 0.5-2.5 A mientras que la longitud de onda de la luz
visible esta en el orden de 6000 A.

Los rayos X se producen cuando una particula cargada eléctricamente con
suficiente energia cinética es frenada rapidamente. Los electrones son las
particulas utilizadas habitualmente y la radiacién se obtiene en un dispositivo
conocido como tubo de rayos X. La variacion de intensidad con A depende del
voltaje del tubo y fuente de radiacién.

El espectro caracteristico cuando el voltaje de un tubo de R-X supera cierto valor
critico, aparecen picos estrechos y agudos a ciertas longitudes de onda
superpuestos sobre el espectro continuo. Dado que son picos estrechos y que la
longitud de onda depende del metal usado como blanco se denominan lineas
caracteristicas. Estas lineas se agrupan en conjuntos denominados K, L, M, en
orden de A creciente y todas juntas forman el espectro caracteristico del metal
usado como blanco.

Normalmente unicamente las lineas K son ttiles en difraccion, las de A mas larga
son absorbidas con demasiada facilidad. Hay varias lineas en el conjunto K, pero
so6lo las tres mas intensas se observan en el trabajo de difraccion habitual: son
Kal, Ka2 y KB1.

Las lineas de R-X caracteristicas fueron sistematizadas por Moseley; éste encontr6
que la longitud de onda de una linea particular descendia conforme el n? atémico
del emisor aumentaba. En concreto, encontré una relacion lineal entre la raiz
cuadrada de la frecuencia y el n? atémico Z:

vv=C(Z - o) donde Cy o son ctes.

Mientras que el espectro continuo tiene su origen en la deceleraciéon de los
electrones que inciden sobre el blanco de un tubo de R-X, el origen del espectro
caracteristico estd en los dtomos mismos del blanco. Para comprender este
fendmeno es suficiente considerar un &tomo como un nucleo central rodeado por
electrones formando capas donde los términos K,LM (consecutivamente)
corresponden al n? cuantico principal n=1,2,3 (consecutivamente). Si uno de los
electrones que bombardean el blanco posee suficiente energia cinética puede
arrancar un electrén de la capa K dejando el &tomo en un estado excitado de alta
energia. Uno de los electrones en niveles superiores cae inmediatamente en la
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vacante generada emitiendo energia en el proceso; la energia emitida tiene una A
definida, es de hecho radiacion K.

Estado cristalino
Todos los materiales cristalinos adoptan una distribucién regular de atomos o

iones en el espacio. La porcion mas simple de la estructura que al repetirse
mediante traslacidon reproduce todo el cristal se define como celda unidad.

e

]

a) b)

Fig. 21 a) Se muestra la formacion de curvas obtenidas b) Concepto de celda unitaria.

Un nivel creciente de simetria origina relaciones entre los diferentes parametros
de celda y da lugar a los 7 sistemas cristalinos.

PARAMETROS DE CELDA DE SISTEMA CRISTALINO
UNIDAD

azb#c aZB#y TRICICLINICO
azb#c a=y=90°B #90° MONOCLINICO
azb#c a=B=y=90° ORTORROMBICO
a=b#c a=B=y=90° TETRAGONAL
a=b=c a=B=y#90° TRIGONAL
a=b#c a=B=90°y = HEXAGONAL
120°

AEH=E a=B=y=90° cuUBICO

Tabla 6. Parametros de Celda con su respectivo sistema cristalino.

La posicion de un atomo dentro de la celda unidad se describe normalmente
usando coordenadas fraccionarias. La simetria traslacional de una estructura
cristalina se caracteriza mediante la red de Bravais, existen 14 redes de Bravais
diferentes. Estas redes pueden ser:

(i) Tipo P: Se denomina primitiva y tiene puntos de red en los vértices de la

celda.

(ii) Tipo I: Red centrada en el interior. Esta presenta puntos de red en los
vértices de la celda y en el centro de la celda.
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(iii) Tipo F: Red centrada en todas las caras. Presenta puntos de red en los
centros de todas las caras, asi como en los vértices.

(iv) Tipo C: Red centrada en la base. Una red tipo C se refiere al caso en el que la
simetria traslacional coloca puntos de red en los centros de las caras
delimitados por las direcciones a y b asi como en el origen.

Ademas de la simetria traslacional descrita en una red cristalina existen elementos
de simetria. Estos elementos son:

a) centro de inversién

b) plano de reflexion

c) ejes de rotacion de orden 2, 3,4y 6.

d) ejes de rotacion-inversion de orden 3, 4 y 6.

Los elementos de simetria anteriores pueden coexistir en una estructura cristalina
dando lugar a lo que se conoce como grupo puntual de simetria. Existen 32 grupos
puntuales de simetria y el nombre alude a que las operaciones asociadas forman
un grupo matematico y los elementos tienen un punto en comin que no se mueve
al realizar las operaciones.

Cuando se acoplan traslacionalmente con los ejes de rotacién y planos de simetria
surgen nuevos elementos de simetria: ejes helicoidales y planos de deslizamiento.
Cuando se combinan los 32 grupos puntuales de simetria con los elementos de
simetria traslacional y las 14 redes de Bravais se obtienen los 230 grupos
espaciales de simetria posibles. Estos grupos determinan los tipos y posiciones de
los elementos de simetria que son posibles para una estructura cristalina.

Los puntos de red que muestran la simetria traslacional de una estructura pueden
ser conectados mediante los planos de red.

Cada plano pertenece a un conjunto de planos equiespaciados que contienen todos
los puntos de red. Estos planos se nombran usando los indices de Miller. Estos
indices se designan convencionalmente h, k, y 1, se escriben entre paréntesis (h,k,)
y son enteros: positivos, negativos o cero.

La separacién de los planos se conoce con el término de espaciado “duna”. La
relacion entre el espaciado d y los parametros de red puede determinarse
geométricamente y depende del sistema cristalino, las expresiones son las que se
presentan en la figura. Como se observa, tienen una complejidad creciente al
disminuir la simetria del sistema cristalino.
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SISTEMA CRISTALINO EXPRESION PARA d;q
cUBICO 1/d” = (h* + k* +I°)/a
TETRAGONAL 1/d% = (h* + k*)/a® + IP/c®
ORTORROMBICO 1/d® = h’/a® + K*/b® + °/c?
HEXAGONAL 1/d® = 4(h® + hk + k%)/3a° + I°/c?

MONOCLINICO

1/d* = (1/sen’B)(h*/a® + k’sen’p/
b? + /c? — 2hlcosp/ac)

TRICLINICO

EXPRESION COMPLEJA

Tabla 7. Relacion entre el espaciado “dny” y los parametros de red.

Difraccion- Interaccion de los R-X con la materia.

La interaccion de los rayos X con la materia esencialmente ocurre mediante dos
procesos:

a) Algunos fotones del haz incidente son desviados sin pérdida de energia,
constituyen la radiacion dispersada exactamente con la misma A que la radiacién
incidente (es la que origina el fendmeno de la difraccion).

b) Los fotones pueden sufrir una serie de choques inelasticos al incidir sobre un
blanco y su energia incrementa las colisiones en la muestra o da lugar al fenémeno
de fluorescencia.

Fig. 22 La difraccién: Es un fendmeno de dispersion. Los atomos dispersan la radiacion

incidente en todas direcciones, y en algunas direcciones los rayos dispersados estaran completamente en

fase y por tanto se refuerzan mutuamente para formar rayos difractados..

Los rayos dispersados estaran completamente en fase si esa diferencia de fase es
igual a un namero entero n de longitudes de onda:
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nA = 2dsenf

Esta relacion se conoce como Ley de Bragg y establece la condicion esencial que
debe cumplirse para que ocurra la difraccion; n se denomina orden de difraccion y
debe ser un n? entero consistente con senf menor o igual que 1.

Aunque fisicamente no es un proceso de reflexion, los términos planos de reflexién
y el rayo reflejado se usan con frecuencia para referirse a los planos de difraccion o
rayos difractados respectivamente.

En resumen, la difraccion es esencialmente un fenémeno de dispersion en el que
cooperan un gran numero de atomos. Puesto que los dtomos estdn dispuestos
periédicamente en una red, los rayos dispersados tienen unas relaciones de fase
definidas entre ellos; estas relaciones de fase son tales que en la mayoria de las
direcciones se produce una interferencia destructiva pero en unas pocas
direcciones se produce una interferencia constructiva y se forman rayos
difractados.

La dispersion de rayos X por un atomo es la resultante de la dispersién por cada
electron. El factor de dispersion atomico, f, de un d&tomo es por tanto proporcional
al namero de electrones (e-) que posee ese atomo. La diferencia de fase en la onda
generada por 2 electrones origina una interferencia parcialmente destructiva; el
efecto neto de interferencia entre los rayos dispersados por todos los e- en el
atomo origina un descenso gradual en la intensidad dispersada al aumentar el
angulo 26.

La amplitud dispersada por una celda unidad se obtiene sumando la amplitud
dispersada por todos los &tomos en la celda unidad, de nuevo la suma debe tener
en cuenta la diferencia de fase entre todas las ondas dispersadas. [19] [20]

2.7 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Es el estudio de como las moléculas absorben la radiacién infrarroja y en ultima
instancia, la convierten en calor.

La region infrarroja del espectro electromagnético se encuentra entre 12800-10
cm'l. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los aparatos se
puede dividir en tres zonas:

(i) IRcercano (NIR): 12800-4000 cm
(ii) IR medio: 4000-400 cm
(iii) IRlejano: 400-10cm!

Siendo en el infrarrojo medio donde se dan la mayoria de las aplicaciones
analiticas tradicionales, aunque desde la década de los 80 la utilizaciéon del NIR ha

~ 44 ~



experimentado un innegable auge. El NIR requiere una minima o nula preparacion
de la muestra y ofrece un analisis cuantitativo sin consumir o destruir la muestra.
Con frecuencia se combina con un espectrofotometro Visible-Ultravioleta y
dispositivos de fibra éptica para analisis remoto, encontrando especial interés en
control de procesos.

Por su parte el IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales 6pticos especiales.
Es utilizado para el andlisis de compuestos organicos, inorganicos u
organometalicos que contengan atomos pesados (masa atomica superior a 19) y
proporciona informacién util en estudios estructurales.

Por lo que respecta al infrarrojo medio, existen espectrofotometros comerciales
desde 1940, aunque los avances mas significativos en la técnica se produjeron con
el desarrollo de instrumentos que incorporan el método de Transformada de
Fourier (FTIR), que ha mejorado la calidad de los espectros y minimizado el
tiempo requerido para la obtencién de datos. Hoy en dia, casi todos los
instrumentos utilizados en espectroscopia infrarroja estdn equipados con sistema
de analisis que utilizan transformadas de Fourier de haz de luz sencillo.

Como primera aproximacion, un espectro IR se obtiene al pasar radiacion a través
de una muestra y determinar que fraccion de esta radiacion incidente ha sido
absorbida. La energia particular a la que aparece cada pico en un espectro guarda
relacion con la frecuencia de vibracion de una parte de la molécula.

Modelo mecanico-cuantico de vibraciones: oscilador armoénico

Una simple molécula diatbmica como el monéxido de carbono (C=0) mantiene
unidos sus atomos mediante el solapamiento de varios orbitales. A una cierta
distancia internuclear hay un balance entre las fuerzas atractivas y las
interacciones repulsivas que tienen lugar entre los electrones internos de los dos
atomos. Esta distancia de equilibrio se puede modificar suministrando energia, y
en este sentido podemos pensar en la molécula como dos masas conectadas por un
resorte: un enlace quimico actuaria como un muelle que conecta dos atomos con
masas M1 y M2. Las masas vibran con unas frecuencias caracteristicas que
dependen de ellas y de la fortaleza del muelle (K) segun la expresién de la fisica
clasica:

1 k M1M2
V==— |- -

2l 1 M= i

Donde v es la frecuencia natural de vibracion de las masas; k es la constante de
fuerza del muelle (enlace quimico) que es una de medida de su rigidez; y p es la
masa reducida. Las tendencias que marca esta expresion se observan
experimentalmente y por tanto permiten su aplicacion con cierto éxito:
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e Cuanto mas fuertes o rigidos son los enlaces quimicos, mayores son las
frecuencias observadas.

 Las masas atdmicas menores tienden a originar frecuencias mayores.

Ademas, a escala atémica la teoria cudntica requiere que sélo sean posibles ciertos
niveles de energia, en otras palabras, el “muelle molecular” sélo podria ser
estirado en porciones de magnitud determinada. Asi, una vez realizada esta
transicion entre la mecanica clasica y la cuantica, las soluciones de la Ecuacion de
Schrodinger para un oscilador armdénico de masa p muestran que las energias
permitidas son:

E=hv(v+)v=0,1,2..

Hay dos aspectos interesantes de los niveles de energia en un oscilador armonico
que conviene resaltar: el estado energético mas bajo no tiene energia vibracional
cero sino E = 1/2hv, mientras que la separacion entre dos niveles contiguos
cualesquiera es de hv. En ambos casos estas cantidades son mayores si el enlace es
rigido y las masas de los atomos implicados en la vibracién son pequeiias.

Por ultimo, comentar que considerando un oscilador no-arménico como modelo se
afinan los resultados, sobre todo en los comportamientos extremos. Las
principales diferencias son que la separacién entre niveles se hace mas pequefia
conforme aumenta el nimero cuantico y que la regla de seleccién es ahora Av = +
1,2,3.... Esto implica que ademas de la transiciéon fundamental son posibles otras a
niveles mas altos, aunque con probabilidad menor y decreciente. Son los ya
mencionados sobretonos que apareceran a valores de frecuencia multiplos de la
vibracion fundamental.

o . o
i;/'\i.? .:;/‘\ch 4.1/:}\?
i C:) A

Fig. 23 Una molécula lineal de N atomos posee 3N-5 modos de vibracién, y una no
lineal 3N-6. Ejemplos: CO2 3x3-5 = 4; H20 3x3-6 = 3; SF6 3x7-6 = 15.

En teoria se podria alterar cada enlace de la molécula, por lo que el nimero
maximo de modos vibracionales stretching para un enlace dado vendria dado por
el nimero de enlaces de ese tipo en la molécula. En el caso del H20 tenemos dos
enlaces O-H que darian lugar a dos modos stretching v(0-H). En realidad los dos
enlaces no vibran de forma independiente, sino que sus movimientos se acoplan y
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vibran en fase o en oposicidon de fase, dando lugar a un modo simétrico y otro
asimétrico de las vibraciones (vl= 3652 cm! y v3= 3756 cm) con frecuencias
parecidas porque ambos modos suponen el estiramiento de los enlaces O-H. De
forma analoga, s6lo un angulo define esta molécula y genera un unico modo
vibracién bending para el H20. (v2= 1595 cm1)

Fig. 24 Las absorciones stretching de un enlace aparecen a frecuencias mas altas que las correspondientes
absorciones de tipo bending asociadas a ese enlace. La excitacion de un modo asimétrico requiere mayor
energia que el correspondiente modo simétrico.

Los enlaces vibran al absorber la energia adecuada dando lugar a un espectro
caracteristico. Segun la fortaleza de los enlaces y la masa de los atomos implicados
sera necesaria mas o menos energia para que se produzca la absorcion de la
radiacion. Ademas la simetria de la molécula y la de cada modo normal definen las
absorciones activas, por lo que el espectro IR se convierte en una propiedad
molecular especifica del compuesto en cuestion. [20] [21]

2.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

En la década de los setenta se construyeron ya microscopios electrénicos que
permitieron ver atomos confiablemente. Esto dio origen a una revolucién en el
entendimiento de la fisica de los sélidos, al poder investigar a nivel atémico las
estructuras cristalinas. Las primeras imagenes de &tomos en moléculas, cristales y
aglomerados atémicos han estimulado la observacién in situ de los movimientos
de los atomos solos y sus aglomerados. Usando estas técnicas se han visualizado
con mucho éxito estructuras atomicas de metales, cerdmicas, semiconductores,
superconductores, minerales y 6xidos complejos.

A diferencia del procedimiento seguido para observar imagenes de campo claro y
campo obscuro, para obtener las imagenes de alta resolucion la apertura objetiva
debe de permitir el paso de varios haces difractados junto con el haz transmitido;
de esta forma, la imagen es formada por la interferencia de un nimero grande de
haces difractados. Mientras mas grande es el nimero de haces difractados que son

~ 47 ~



usados para formar la imagen final, mas confiable sera su contraste para conocer
las caracteristicas de la muestra. [20]

a) b)

Fig. 25 a) Partes que Componen al TEM, b) Funcionamiento general del TEM.

Dispersion de un haz de electrones (I) por una muestra cristalina. (D) Haz de
electrones difractados. (T) Haz de electrones sin desviar. (N) haz de electrones
muy poco intensos. El fundamento de la difraccién de electrones es el mismo que
el de la difraccién de rayos X. Aplicacion de la Ley de Bragg....... nA = 2dsin0 [20]

A diferencia de otros microscopios, éste no explora superficies, por el contrario el
haz de electrones incidente atraviesa la muestra o espécimen observado y la
sombra de detalles finos o ultra-estructura es capturada en una pantalla
fosforescente con propiedades de emision de luz, ubicada en la parte inferior de la
columna. El tener una adecuada preparaciéon de la muestra da lugar a una
excelente definicion de imagen. Son multiples las facetas en las que interviene este
tipo de microscopio. Asi, en control de calidad sefialamientos morfologicos,
conformacién de agregados, técnicas forenses, determinacién de estratos en
restauracion y diferenciacion histologica entre otros. [22]

2.9 MAGNETIZACION

Superparamagnetismo

La teoria superparamagnética considera que todos los momentos magnéticos
dentro de la particula rotan coherentemente, es decir, el momento magnético
puede ser representado por un vector clasico unico, con magnitud p = patN donde
pat es el momento magnético del atomo y N es el numero de atomos magnéticos
que forman parte de la particula. La suposicibn mas simple es considerar una
constante de anisotropia uniaxial efectiva, K, que conduce a una barrera de energia
para la rotacién de la magnetizacion la cual es proporcional a KV, donde V es el
volumen de la particula monodominio. El término anisotropia magnética
basicamente es utilizado para describir la dependencia de la energia interna con la
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direccion de la magnetizacidon espontanea, creando por tanto direcciones o ejes de
facil y dificil magnetizacion.

Existe una temperatura critica TB, llamada temperatura de bloqueo, por debajo de
la cual se pueden despreciar las fluctuaciones térmicas. Por debajo de TB los
espines, y por tanto la magnetizacion, estdn bloqueados. El campo coercitivo
coincide con el campo de anisotropia y nos encontramos en la regién de
comportamiento monodominio, en que el campo coercitivo depende inicamente
de la anisotropia de la particula. Por encima de esta temperatura la energia
térmica vence facilmente la barrera de energia de la anisotropia y la magnetizacién
del conjunto de particulas sigue la Ley de Langevin, de forma analoga a como lo
hacen los atomos paramagnéticos, con la salvedad de que en este caso los
portadores del momento magnético son particulas, del orden de miles de
magnetones de Bohr.

A este comportamiento a alta temperatura se le denomina superparamagnetismo y
se caracteriza por la desaparicién de remanencia en el lazo histéresis, que en
definitiva es s6lo un efecto de cinética lenta respecto al tiempo de medido

Fig. 26 Representacion esquematica del efecto superparamagnético A) remanencia, B) no hay remanencia

Para realizar las medidas de saturacién magnética se usa una Balanza de Faraday o
Balanza Vibrante (VSM), que consiste de dos imanes fuertes, alineados
horizontalmente y una varilla para colocar la muestra sobre las lineas de campo
para saturarla magnéticamente con el campo aplicado por los electroimanes.

En esta caracterizacion se utiliz6 un magnétometro comercial Lakeshore modelo
7300 que sensa el momento magnético de la muestra con métodos inductivos.
Cuenta con un electroiman con yugo de 7 pulgadas y piezas polares de 4 y 2
pulgadas que permiten campos magnéticos maximos de *1 o #*2 Teslas,
respectivamente. La sensibilidad del equipo es de aproximadamente 10 micro-
emu.
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Fig. 27 Magnetometro de balanza vibrante.

2.10 MODELAJE DEL ACTUAR DE LAS NANOPARTICULAS EN UN SISTEMA
HIPERTERMICO

Mediante la aplicacién de campo magnético alterno, las nanoparticulas magnéticas
en “cluster” (conjunto) actian como un punto de fuente de calor y calientan el
tejido rodeandolo.

Cuando un campo magnético externo es aplicado a un ferrofluido es reducido a
cero, su magnetizacion decrementa a cero debido a la energia térmica del
ambiente. Esta relajacion puede ser debido al movimiento Browniano y ocurre
rapidamente mientras el campo magnético alterno aumenta su amplitud maxima
entre positivo y negativo; por relajacion de Néel, donde el momento magnético de
la particula rota internamente para alinearse con el campo. Mientras que en la
relajacion Browniana, la particula rota fisicamente para alinearse con el momento
del campo. El proceso de relajacion es caracterizado por tiempos de relajacion.
Para la relajacion Browniana, el tiempo de relajacion & esta dado por:

_ 3yVH

B = BT (1)

Donde m es la viscosidad del fluido, T la temperatura y VH el volumen
hidrodinamico de la particula. El tiempo de relajacion de Néel esta dado TV
esta dado por:
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= KVM
/T el )
TN =1B-70 kL (2)
2 (KVM
*\‘I KET
Donde K es la constante de anisotropia, VM es el volumen magnético,y 70 =10-°.
Como la relajacion Browniana y de Néel ocurren en paralelo, la relajaciéon efectiva

del tiempo esta dada por:

=t w 3)

El término del tiempo de relajaciéon mas corto es el que domina la eficaz relajaciéon
del tiempo dado para un tamafio de particula. zEesta determinado en parte por las
propiedades hidrodinamicas del fluido, mientras TN esta gobernado por la energia
relativa magnética de anisotropia para energia térmica. Ambos procesos
consecutivamente, Browniano y Néel pueden ocurrir en presencia de un
ferrofluido pero, solo la relajacion de Néel ocurre en las particulas
superparamagnéticas inmovilizadas. El poder de disipacién de volumen puede ser
expresado como:

2ufr

et oy (4)

Donde p0 es la permeabilidad del espacio libre, Xo es la susceptibilidad del
equilibrio, Ho es la fuerza del campo magnético alterno (AMF), y f es la frecuencia
del campo magnético alterno.

Xo puede ser calculada a partir de la siguiente expresion:

X0 = Xi? (coth — §) (5)

Experimentalmente, la cuantificacion de calor de las Nanoparticulas Magnéticas
estd dada por el rango de calor absorbido (SAR).

T

a0

masa del ferrofluido

SAR=C (6)

masa de las nanoparticulas

Donde C es la capacidad de peso de la masa calorifica del ferrofluido y (AT/At) es
la pendiente de la seccion inicial de la temperatura vs la curva de tiempo. [23]
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Esto asumiendo que las nanoparticulas son esféricas y estan monodispersas; el
didmetro hidrodinamico (Du) tendria que ser tomado para ser el didmetro
magnético de particula (Dwm).

Este andlisis excluye ciertos comportamientos que podrian tener las
nanoparticulas magnéticas con sus diferentes posibles variables de cambio. A
pesar del poco conocimiento que se tiene a nivel mundial sobre el verdadero
comportamiento de éstas, seria interesante examinar a detalle el posible modelaje
asertivo de las nanoparticulas magnéticas, cuando se les aplica un campo
magnético alterno y como afectarian tejidos cancerosos.

Fig. 28 Modelo esquematico sobre de la temperatura inducida a un tumor mediante Nanoparticulas
magnéticas - Hipertermia.
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Capitulo 3 . RESULTADOS Y ANALISIS
DE RESULTADOS

Esta investigaciéon revisa sistematicamente el andlisis y el efecto de las
propiedades fisicas que se producen en las nanoparticulas de magnétita; teniendo
por objetivo, el evaluar y examinar criticamente su tamafio, composicion y
estructura en relacién a sus propiedades.

Se determinaron parametros de sintesis por el método de coprecipitacion,
debido a su bajo costo en la preparacion y en la eficacia del método, constituyendo
un estudio exploratorio inicial para la obtencién del tamafio de las nanoparticulas
en rangos menores a 15 nm.

Las multiples formas metodolégicas de caracterizacion tienen como fin
proporcionar un analisis detallado de inspeccidn al definir la estructura interna y
responder comparativamente a las propiedades del material . La via mas
revolucionaria de esta investigacion fue el permitir recubrir las nanoparticulas con
SiO, de esta forma fuimos capaces de poder encapsular nuestras nanoparticulas,
modificando su superficie para una mejor adaptacion a un posible medio biolégico,
teniendo como principal ventaja mejorar las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoparticulas magnéticas.

En cada experimento realizado, las sales precursoras siempre fueron preparadas
al momento de realizar la sintesis, con el fin de evitar la oxidacién y garantizar la
formacién de magnetita, previniendo procesos alternos que conciernen a otro tipo
de estructuras cristalinas las cuales no estuviéramos interesados en su obtencidn.

La finalidad de preparar las soluciones de hierro con acido clorhidrico
concentrado es el de usar como estrategia la disolucion de las sales, a su vez
obteniendo la relacion molar Fe?-/Fe3+ = 0.5 para la formacion de magnetita Fe30a.
La figura 35 muestra las disoluciones concentradas obtenidas de Fe?* y Fe3+, a la
izquierda tenemos el complejo [Fe(H20)6]%* que da lugar a una solucién café
oscuro y a la derecha el complejo [Fe(H20)6]3* dando lugar a una solucidn
amarillo intenso.
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Fig. 29 [Fe(H20)6]** “Café Oscuro”, [Fe(H20)6]** “Amarillo Intenso” .

Cuando se lleva a cabo una reacciéon quimica, la observacion experimental es de
suma importancia, indicAndonos si nuestro proceso se esta llevando exitosamente,
y basandonos en estos resultados en el caso de la obtencién de magnetita, verificar
si se obtiene el precipitado negro intenso al final de la reacciéon. En todos los
experimentos realizados de la sintesis de nanoparticulas magnéticas pude
observar que ocurrieron tres cambios principales en la coloracion durante el
proceso de formacidon de magnetita.

La siguiente figura nos indica la presencia de estos cambios de coloracién que se
mostraron. Como en toda reaccion, estos cambios en la coloracidn nos indicarian
que existen intermediarios hasta llegar al producto final, de acuerdo a la literatura
es practicamente ambiguo el sintetizar un 6xido mixto a partir de una solucién que
contiene sus iones constitutivos sin pasar, por lo menos, por una fase sélida
intermedia. El primer hallazgo interesante observable es el cambio que se genera
al ser modificada la coloracion amarilla que de acuerdo con las fuentes
bibliograficas se debe a la presencia de goethita (a-FeOOH), también se pudo
distinguir un nuevo tipo de fase al ir agregando mas base, el cambio de coloracion
fue a marrén; esto por la presencia de lepidocrocita (Y-FeOOH) y finalmente por
implicacion se obtuvo el precipitado de color negro intenso por la presencia de
magnetita (Fez04). [24]
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Fig. 30 Producto final negro el cual posee magnetita (FezOa).

La sintesis de nanoparticulas de Fe304 en medio acuoso por la precipitacion de
sistemas alcalinos de una solucion mixta de Fe!ll/Felll involucra las siguientes
reacciones: [25] [26]

Fig. 31 Esquema de Deprotonacion y Oxidacién que permiten la sintesis de Nanoparticulas Magnéticas.

En estas reacciones Fe(OH)x3*y Fe(OH)y?v, ofrecen una visién general e indican
todas las posibles especies intermediarias formadas. Antes de proceder a examinar
la caracterizacidn de nuestras muestras, es necesario comprender que la
formacién del producto final depende del valor de pH del medio por implicacion,
influyendo en el rendimiento seguido de la obtencion de una sola fase. En este caso
solo queremos la presencia de magnetita, es decir a medida que vamos agregando
el agente precipitante, éste influird en la formacion de los intermediarios hasta la
total formacion de magnetita.

Igualmente, tomando como antecedentes que en la sintesis por coprecipitacion la
concentracion y fuerza i6nica de la base empleada son parametros cruciales en el
tamafio de las nanoparticulas de Fez04. Una cuestion relacionada como otro factor
importante en el control de la nucleacién y el crecimiento de las nanoparticulas es
el grupo R que acompana a cada base.
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A continuaciéon, en la siguiente figura, se ofrece una vision general de los
resultados obtenidos durante cada lavado; dando a conocer un enfoque que va de
la mano con la fuerza de sujecidon de nuestro sistema de imanes, el cual implica que
entre mayor sea la fuerza de sujeciéon de nuestro sistema de imanes, mayor sera
nuestro agregado de nanoparticulas magnéticas precipitadas, pero este factor a su
vez dependera del tamafio final de las nanoparticulas magnéticas.

a) b)

Fig. 32 Demostracion de la precipitacion de magnetita, a) 5 lavados aprox. / tiempo de 48 hr b) 10 lavados
aprox, / tiempo de 144 hr c¢) 20 lavados / tiempo de 288 hr.

Una explicacion lacida del por qué se deben liofilizar las nanoparticulas
magnéticas comprenderian diversos aspectos; ya que es un método por el cual se
elimina H20 mediante la congelacién del producto humedo y posteriormente la
sublimacion del hielo en condiciones de vacio. La principal idea de como funciona
la liofilizacién, se enfoca en suministrar calor en el sistema, llevando a que el hielo
sublime y asi evitar el paso por la fase liquida. Esta explicaciéon tiene como
principales ventajas:

(i) Debido a la baja temperatura a la cual se opera, la pérdida de constituyentes
volatiles es minima, reduciendo posibles roces con contaminantes.

(ii) Dado que se opera y envasa a alto vacio, los fenémenos de oxidacién se
eliminan.

(iii) El producto puede ser almacenado, constituyendo productos de larga
estabilidad.

Vale la pena sefialar que posteriormente a una primera fase de caracterizacion
despues de nuestra primera liofilizacién, se seleccionaron las nanoparticulas
magnéticas que presentaran mejor distribucién y tamafio de particula, siendo
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éstas las mas apropiadas homogeneamente, con el fin de realizar el recubrimiento
conformado de SiOa.

La técnica empleada en este trabajo de investigacion fue la siguiente: la
transferencia de nanoparticulas magnéticas a un medio de etanol/agua, se le
adicion6 acido citrico con Tetraetoxysilano (TEOS), conjuntando moléculas
bifuncionales y silanos. Obteniendo una evidencia directa de la formacién visible
de los ligandos de Silice mediante la gelaciéon oportuna en nuestro medio acuoso.
Se observé la plausible precipitacion de las nanoparticulas magnéticas, las
particulas pasaron al medio acuoso después de ser recubiertas. El color de las
particulas se torn6 mas claro confirmando el argumento del Silice rodeando
nuestras particulas. El producto final acuoso dado pudo permanecer estable
durante dias.

Fig. 33 Estructuras quimicas de los precursores de silanos.

Fig. 34 Esquema de Nanoparticulas Magnéticas Core-Shell.
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3.1 ANALISIS DE ESTRUCTURA CRISTALINA DE MAGNETITA POR
DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

En particular, para la realizacién y obtencidn de nuestros resultados mediante el
proceso de XRD, se procedi6 a la preparacidn correcta de las muestras.

El portamuestras utilizado tiene una profundidad aproximada de 1 mm y es
adecuado para muestras del orden de gramos. El porta de bajo fondo es un cristal
de Si con una cavidad aproximada de 50 micras, esto con el motivo de analizar
pequeiias cantidades de muestra. El porta de retrocarga permite minimizar los
efectos de orientaciéon preferente. También se hace alusiéon al posible uso de
capilares que permitieran trabajar en transmision.

Una opinion comun expresada por los técnicos en XRD es el error en la posicion de
los picos de difraccion, esto a causa del desplazamiento de la muestra respecto al
eje del difractometro. El efecto habitual es un desplazamiento de los picos a menor
angulo para la obtencion de valores de 20 bajos.

Los siguientes difractogramas que se presentan a continuaciéon denotan las
siguientes relaciones entre la base de hidroxido de tetrametilamonio la cual nos
permitio precipitar a Fe30s4 y el pH final alcanzado a cierta temperatura
aproximada de entre 65 - 70 °C.

RELACION MOLAR CON oH
BASE DE HIDROXIDODE  FINAL

TETRAMETILAMONIO (%)

4.6 1151
5.4 12.76
5.1 11.79

Tabla 8. Relacién base/pH

Esta caracterizacion fue posible gracias al andlisis fino de los espectos mediante el
software “PowderX” y “Origin Graph”, haciendo una sustraccion de la linea base y
un suavizado de los difractogramas. Los parametros usados para estas operaciones
se mantuvieron constantes para todas las muestras.

3.2 ANALISIS XRD DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS

Los picos de difraccién por XRD se presentan en las posiciones de los planos
cristalograficos (hkl) caracteristicos de la magnetita en fase cubica (FFC), de
acuerdo a la base de datos 19-0629 PDF. El pardmetro de red corresponde en
todos los casos a la fase magnetita con a=0.8396A. (grafico 2).
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Grafico 2. Difractogramas obtenidos las Nanoparticulas de Magnetita desnudas.
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El mecanismo arrojado por los difractogramas [a) b) y c¢)], demuestra la obtencion
de un pico mas intenso en el punto [311] no habiendo cambios significativos en el
angulo de la reflexion se sobre entiende que no hay un cambio en la constante de la
red dentro de los limites de calidad del difractograma.

Como se muestra en las imagenes del grafico 2, los resultados concuerdan con
estudios previos, en los que los picos anchos, cuya anchura se incrementa
consecuentemente, indicarian sobre un sistema con distribuciéon de tamafios de
particula nanométricos. Es muy comin que conforme se reduce el tamafio de
particula ocurran efectos de dispersion y la respuesta presente con una cierta
tendencia a la amorficidad por interacciones atémicas de corto y largo alcance con
XRD.

En el contexto de que entre mas grande sea la anchura del pico menor sera nuestro
tamafio promedio de particulas magnéticas, es importante tener en cuenta que
nuestras muestras analizadas por XRD correspondieron a los difractogramas
reportados que se mencionan en la bibliografia para la obtencién de magnetita.

Este resultado es un buen punto de partida nos indica que en el interior de la
estructura se presentaran interacciones ferromagnéticas entre los cationes Fe2+y
F3+, octaédricas. Estas interacciones forman momentos magnéticos que dan la
posibilidad de ser orientados en direccion al campo magnético aplicado. Mientras
que en el caso contrario las interacciones entre atomos F3+ en posiciones
octaédricas y tetraédricas se anulan uno a otro y no dan respuesta magnética Fig.
xxxX. Con esto se cumple con parte de los objetivos planteados en la tesis obtener
nanoparticulas de magnetita que permitan ser direccionadas con campo
magnético externo.

Fig. 35 Interaccion magnética en la estructura de magnetita.
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3.3 ANALISIS CUANTITATIVO PARA LA DETERMINACION DEL TAMANO
PROMEDIO DEL CRISTALITO

Por medio de la Ecuacion de Scherrer, se estim6 el tamafio promedio del cristal
@, a partir del pico de difraccion maximo (311) de los difractogramas mostrados
anteriormente:

KA

- pgrose (1)
0.93

6= PcosB (2)

Donde K es constante, A es la longitud de onda del haz incidente del Rayo X, B es la
mitad del ancho del pico de la linea hKkl y 0 es el angulo de Difraccion de Bragg.

Muestra | Reflexion Tamano de particula
(hm)
1 (311) 12.46
2 (311) 11.38
3 (311) 11.52

Tabla 9. Tamafo de particula obtenido en la sintesis de FezO4 empleando N(CH3)s-OH como agente
precipitante.

Los patrones de XRD de las nanoparticulas de magnetita mostraron los seis picos
caracteristicos para el Fe304 (20) en 30.06° 35.42°43.05°, 53.4°,57.15° y 62.79°,
las cuales corresponden a los picos de difraccion de [111], [220], [311], [400],
[422], [511], [440], etc. Estos son caracteristicos de los cristales de Fez04 con una
estructura cristalina spinel con pardmetro de red de 8.37 A aproximadamente, lo
cual concuerda con el valor de las bases de datos a=0.8396A. En el marco de
referencia estructurado esta claro que la unica fase de Fe3z04 fue encontrada. No se
detecto otra fase como el Fe(OH)3 o de Fe203, los cuales son productos usuales al
emplear el procedimiento quimico de coprecipitacion. También se puede observar
que el tamafio de particula es demasiado pequefio, nos podemos dar cuenta de
esto por la anchura en el pico [311]. [28]
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3.4 MICROSCOPIO DE TRANSMISION (TEM)

Para investigar la posible estructura observable, se realiz6 esta prueba de
caracterizacion en la cual encontramos muchos detalles interesantes los cuales
abordaremos en este apartado. Se demostro la existencia de magnetita, pudiendo
apreciar que las particulas independientes fueron de tamafios demasiado
pequefios; en un orden menor a 15 nm aproximadamente, conformaban la
presencia de lo antes mencionado en las caracterizaciones por XRD.

Se preparo6 la muestra de acuerdo a la metodologia asertiva para la introduccion de
ésta al TEM. Se sometieron las nanoparticulas magnéticas a un tratamiento
mediante la adicion aproximada de 1 mL maximo de agua deionizada para su
oportuna sonicacién, siendo el motivo principal, el de dispersar nuestras
nanoparticulas magnéticas en el medio y evitar conglomeraciones que fueran a ser
detectables posteriormente en el TEM, se empleé como herramienta el uso del
sonicador de bafio marca BRANSONIC.

Estos homogeneizadores ultrasonicos son una herramienta comun e indispensable
para hacer posible la lisis (ruptura) de ciertas moléculas o particulas exitosamente.
La intensidad ultrasoénica puede nivelarse ajustando los parametros de proceso: la
intensidad Optima sonicadora desde suave hasta duro, puede ajustarse
individualmente para que cada sustancia y medio cumplan con los requisitos de la
aplicacion especifica.

Fig. 36 Modo de empleo del sonicador de bafio

A continuacién, se tomo6 una alicuota de nuestra muestra ya previamente tratada y
se introdujo en una rejilla de Si de aproximadamente 1 mm, esto con el fin de crear
una matriz la cual nos facilitara el analisis posteriormente. Se retira con un papel la
acumulacion excesiva de la muestra, teniendo cuidado de no generar residuos de
ésta en nuestra rejilla base. Después se procede a unir esta pequefia rejilla con una
varilla porta muestras del TEM y se introduce en el equipo con cuidado, esperando
a que se realice un vacio correcto, ya que el no tomar en cuenta estas precauciones
podria traer consecuencias fatales. La muestra puede desplazarse, girar e inclinar.
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3.5 ANALISIS TEM DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS CON ESTRUCTURA
AMORFA

a) b)

c)

Fig. 37 Imagenes obtenidas de las Nanoparticulas de Magnetita Amorfa a 50, 100 y 200 nm de aumento.

Al empezar a realizar un paneo correspondiente sobre la superficie de nuestras
nanoparticulas magnéticas, se detectdé que éstas comprendian un orden
aproximado de 5 a 15 nm. Los datos acontecidos mediante nuestras imagenes
fueron superiores a lo inferido, pues nos pudimos percatar que ademas de obtener
nuestras nanoparticulas en forma esférica como se suponia, se apreciaron cambios
en su estructura cristalina.

Claramente se proporcioné una evidencia definitiva en la aparicion de nanorods y
nanowires, pues esta fue imprescindible. Segin la literatura hay formas de
sintetizar este tipo de geometria en la magnetita pero la mayoria de estos
promueven una sintesis de cloruro férrico (FeClz 6H20), hidrato de diamina (H4N:
H:0) y PEG, la cual nosotros nunca utilizamos. Basandonos en estos resultados el
primordial detalle en haber obtenido este tipo de estructuras quizas tan
sorprendentes, fue el pequefio cambio que se le imprimié a nuestra sintesis en la
diferencia de tiempos al ir introduciendo nuestra base por método de goteo, otra
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tentativa posibilidad seria que la muestra pudiera estar ligeramente contaminada
causando un reaccion estructural con nuestras nanoparticulas magnéticas.

Este estudio ha identificado una serie de tendencias generales de suma
importancia debido a que con esta técnica de caracterizacion pudimos entender la
importancia sobre qué intervalo de tiempo es el mas apropiado para obtener
nuestras muestras homogéneas y al tamafio de particula deseado para su posible
aplicacidn. La investigacion reveld que la nucleacion y el pH deben de mantenerse
en un estandar constante, ya que cualquier posible cambio traeria repercusiones
en nuestro producto final. Estas fascinantes estructuras halladas, podrian servir en
futuras aplicaciones tecnoldgicas, desde nuevos materiales industriales para un
posible ilimitado numero de estudios, hasta llegar a tratar de crear nuevas
técnicas o terapias para combatir enfermedades que nos aquejan hoy en dia;
facilitando el entendimiento y la sintesis mostrada al comprender y desarrollar
mas pruebas analiticas.

3.6 ANALISIS TEM DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS
a) b) c)

Fig. 38 Distribucion homogénea de las Nanoparticulas Magnéticas de Magnetita.

Se puede expresar de forma simple que las imagenes relacionadas en la Figura 38
presentan una morfologia poco regular, su significativa aglomeraciéon presente, es
debido al magnetismo de la muestra representativa, de igual forma se estima una
media en tamafio menor a 15 nm; esto se puede corroborar con nuestra imagen a)
en la cual se siguen apreciando nanoparticulas pequenas del orden de 10 nm.
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Todos los patrones de difracciéon de electrones muestran que la estructura
corresponde a la magnetita. Es importante resaltar que en las muestras de la figura
38 (b) y (c), el tamafio de particula que se obtuvo estd dentro del orden del
didmetro superparamagnético de la magnetita con tamafno 10 nm menor o igual a
20nm.

De aqui se seleccion6 a la muestra que presenté mayor definicion de difraccion de
en XRD, con mayor intensidad de los picos y buena distribucion en el tamaio de
particula por TEM, que fue la muestra 2 para su encapsulacién con SiO».

3.7 ANALISIS XRD DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS DE
SiO.

4200
4000 —
3800 —
3600 —
3400 —
3200 —

3000 +

Intensity Arbitrary Units

2800

2600 —

2400 +

30 40 50 60 70
20 degree

Grafico 3. Difractogramas obtenidos las Nanoparticulas de Magnetita recubierta de SiO2 (FeO,/SiOy).

En la grafico 3 se muestra el patron obtenido al sintetizar nanoesferas de
magnetita recubiertas de Silice. Se puede inferir que se mantienen los enlaces
Fe;03 fuertemente, aunque la disminucion de picos esenciales de nuestra
magnetita como el [311] se debe a una sobresaturacién de la muestra debido al
silice, haciendo nuestro tamafio de particula mas grande.

El fondo difractado obtenida en el rango de 20 < 2theta < 55, corresponde a los

nanocristales de silice en la superficie de las nanoesferas, con contribuciéon de
modo amorfo sobre la muestra.

~ 65 ~



Haciendo uso del software llamado “Jade”, se analiz6 mdas a detalle nuestra
muestra encapsulada y encontramos fuertes enlaces de SiO; y Fez03 en todo
nuestro difractograma, lo que confirma lo antes descrito.

3.8 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Para la realizacion de ésta técnica se procedié a la formaciéon de una pastilla
compuesta de KBr, la cual es un haluro metalico alcalino. Estos tipos de sales de
haluros tienen propiedades de flujo en frio (cold flow), por lo que, cuando se
someten bajo una presion adecuada, este material finamente pulverizado, sinteriza
y forma una tableta transparente que se asemeja a un cristal.

Bajo este estudio dirigido se mezcl6 a fondo un poco menos de un miligramo de
nuestro polvo con las nanoparticulas magnéticas cubiertas y desnudas con
aproximadamente 100-200 mg del polvo de KBr. La mezcolanza se realizé con
ayuda de un mortero, consecuentemente procedimos a presionar la mezcla en un
troquel especial de entre 700-1000 kg/cm? hasta obtener un disco transparente,
toda esta técnica fue empleada en un sistema al vacio para eliminar el aire ocluido
y obtener mejores resultados espectroscdpicos.

Se realizaron diferentes pruebas de IR a nuestras muestras de magnetita con/sin
recubrimiento, coincidiendo con los espectros encontrados en la literatura de
acuerdo a los estandares mencionados por la International Union of
Crystallography. [21]

El espectro infrarrojo de magnetita mostr6 la caracteristica de sus bandas, las
posiciones tetraédricas y octaédricas las cuales las distinguen como lo menciona la
bibliografia. Las caracteristicas dominantes en la banda del espectro corresponde
entre 550-570 cm! aproximadamente; ésta juega un rol dual, ya que es amplia
cuando el tamafio de particula decrece.

Una vez que fueron registrados nuestros espectros, mediante el uso del software
“Origin Graph”, procedimos a relacionar los puntos dados en nuestra grafica e ir
limpiandola del ruido obtenido para un mejor analisis que demuestre las
caracteristicas tipicas de nuestra muestra y su significativa interpretacion de la
misma.
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3.9 ANALISIS IR DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DESNUDAS

Esta claro que las bandas se pueden asignar a partes concretas de la molécula
dada, ya que éstas absorben radiacién generando bandas de IR en un intervalo

concreto de frecuencias.
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Como se muestra en el grafico 4 [a),b),c)] el resultado sugiere que la presencia de
nanoparticulas de magnetita puede ser fuertemente apreciada debido a los picos
reflejados en la banda de absorcién que va de 557 a 570 cm!; especialmente para
los enlaces de Fe-O de magnetita; los cuales aparecen en los puntos: a) 557 cm1, b)
566 cm1y c) 563 cmlrespectivamente. La influencia de los picos arrojados en los
puntos: a) 1630 b) 1618 y c) 1636 sugieren un posible grupo carbonilo C=0 con un
segundo grupo de C=C, siendo el primer grupo mucho mas intenso que el segundo,
la evidencia preliminar sugiere que los picos apenas observables en nuestro
espectro corresponderian a zonas con tipo de enlaces C=N lo cual con lleva a la
flexion de aminas y alcoholes.

También se puede apreciar una banda de absorcion entre los 3400 cm-1 a 3500 cm-
1 en nuestros tres espectros correspondientes, éstos corresponden a la extension
de enlaces con hidrégeno (alcoholes, aminas y enlaces C-H), ocasionando que no se
vea muy afectado el espectro por el resto de la molécula, por lo que las bandas son
bastante constantes en esta zona. Se hace hincapié en la referencia vibracional tipo
stretching de C-H y O-H bending, por lo cual se puede inferir que en nuestras
nanoparticulas de magnetita hay cierta parte estructural organica.

3.10 ANALISIS IR DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS DE
SiO-
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Grafico 5. Prueba de identidad mediante la correspondencia de los espectros de Fe3;04/SiO,.

Se considera ahora la cuestion mostrada en el grafico 5. En esta, se pueden
apreciar las absorbancias reflejadas de nuestra muestra de magnetita recubierta
de Silice. Siendo un desarrollo relacionado mediante la presentacién de una banda
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de absorbancia en el rango de 566 cm1; éste nos indica la existencia del compuesto
muestra Fe-O.

De forma alternativa, el rango de absorbancia consecuente al punto 1070 cm-! hace
referencia al Silice, el cual es reflejado en conjunto con nuestras nanoparticulas de
magnetita, por lo que podemos asumir en los puntos de absorbancia consecuentes
que efectivamente se cred una relacion Si-O que revistieron a nuestros enlaces de
Fe-O obteniendo enlaces tipo Fez04/Si05.

Podemos examinar una banda de absorciéon que ronda por los 800 cm1. Mediante
la bibliografia, podemos entender que esta banda corresponde a un compuesto
dado por Si-0-Sj, la cual siguiendo la condiciéon de que a mayor amplitud del pico
de absorcion el tamafio de particula serd menor se sobre entiende que si pudo
llegar a alterar de cierto modo a nuestras nanoparticulas magnéticas, puesto que
presentan un tamafio menor en comparacion a los espectros analizados
anteriormente.

De igual manera se sugiere la presencia de enlaces C=C, C=0 y C=N en el punto de
absorcion 1627 cm-L. Se identifico un pico de absorcion que ronda de entre los
3400 cm! a 3500 cm! con una enorme amplitud denotada en comparacion con los
espectros analizados anteriormente, éste siendo correspondiente a la extensiéon de
enlaces con hidrégeno. Fueron recogidas de igual forma la referencia vibracional
tipo stretching de C-H y O-H bending, por lo que se sobre entiende que en nuestra
muestra de nanoparticulas de magnetita recubiertas de Silice, se identifico cierta
parte estructural organica constante.
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Fig. 39 Espectro Infrarrojo de Si con el cual podemos comparar nuestro espectro analizado.
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34. PUNTOS DE
ABSORBANCIA DEL SILICE

(gel) SiO—H-0
800

948
1070
1190
1640
3330

Tabla 10. Espectro Infrarrojo de SiO; (Gel) Analisis Cualitativo y Caracteristicas de Frecuencia.

3.11 ANALISIS CUANTITATIVO

Previo al comienzo del estudio cuantitativo, es indispensable discernir que cada
sustancia que dependa de su concentracidon puede ser empleada como base para
un posible método de analisis cuantitativo. En el caso del Infrarrojo se utiliza la
cantidad de radiacion electromagnética absorbida, y el parametro a medir es el
cociente entre la intensidad de la radiacion (de una longitud de onda determinada)
antes y después de atravesar la muestra. La Ley Beer describe la relaciéon entre
esta magnitud determinada experimentalmente y la concentracion:

A=-log(lllg)=asb.c (1)

Donde b es el espesor de la celda que atraviesa la radiacién y a es la absortividad
molar, la cual es una constante para cada longitud de onda. Finalmente una
representacion de la absorbancia frente a la concentracién debe ser lineal con una
pendiente ab la cual debe pasar por el origen.
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Grafico 6. Calculo de absorbancia A max determinado en nuestro producto final de Fe304/SiO.
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Amax = -log (0.25 / 0.57) = 0.3579

Es importante recordar que estos experimentos se realizaron a valores de pH
donde las nanoparticulas de magnetita presentan carga negativa superficial. De
acuerdo a los procedimientos estadarizados para la realizacién de buenas
practicas, podrian existir varias fuentes de errores, las cuales hacemos mencion a
continuacién: termostatado insuficiente, una resolucién espectral demasiado baja,
divergencia del haz en la celda, camino 6ptico variable, ventanas no paralelas,
reflexion o efectos de interferencia y por ultimo contaminacién de la muestra. [27]

3.12 MAGNETIZACION

Después de todos los resultados obtenidos se hicieron pruebas de manetizacién de
saturacion y asi observar el comportamiento de las nanoparticulas. En esta prueba
se usan las nanoparticulas secas, previamente se pesan en un portamuestras que
es un cilindro de 4 mm de diametro. Este cilindro se coloca en una barilla que se
alinea en forma perpendicular a los imanes de la balanza vibrante. Los resultados
se muestran unicamente para la muestra 2 de nanoparticulas de magnetita
desnudas y se compara con la misma muestra encapsulada.

Los resultados muestran que las nanoparticulas de magnetita desnudas mantienen
un lazo cerrado, con magnetizacion de saturacion 68.6073 emu/gr, en la que se
orienta las nanoparticulas en direccién al campo aplicado. Pero lo mas impotante
es que esta caracteristica indica que no hay energia de remanencia. Las
nanoparticulas no se magnetizan una vez que se deja de aplicar campo magnético.
Se puede confirmar que las nanoparticulas son superparamagnéticas cuando estan
desnudasen nuestro grafico 7 A).

Cuando las nanoparticulas son encapsulas con SiO2 se puede observar que estas
mantienen su propiedad superparamagnetica con remanencia cero pero
disminuye su magnetizacién de saturaciéon a 46.8695 emu/gr debido a la
formacién de barreras por el SiO2, en el recubrimiento, grafico 7 B) Esto es bueno
porque el silicio cumple con tres funciones:

1) Dar biocompatibilidad a las nanoparticulas.

2) Mantener la respuesta de direccionamiento de las nanoparticulas.

3)Generar hipertermia.

La idea es que estas propiedades se puedan aprovechar para futuras aplicaciones
como agente de contraste y terapia de hiepertermia al mismo tiempo.
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El comportamiento superparamagnético es de gran importancia porque las
nanoparticulas se podran direccionar en presencia de campo magnético y al
quitarlo no almacenaran energia de remanencia magnética. Esto permite hacer
vibrar a las nanoparticulas y generar cambios de energia magnética en energia
térmica. Normalmente esto ocurre a determinadas frecuencias del orden de
120kHz, en campos de 384 Oe, como se muestra en la siguiente figura.

Fig. 40 Generacién de hipertermia en Nanoparticulas de magnetita.

Mientras que en el caso del diagndstico es posible direccionar a las Nanoparticulas
y hacerlas rotar con campos magnéticos elevados a frecuencias similares del orden
de MHz. Esto dara Tiempos de Relajacion para generar los contrastes T1 y T2 para
definir regiones tumorales o lesiones en el organismo.

Fig. 41 Orientacién y direccionamiento de Nanoparticulas Magnéticas para generar contraste en
imagenologia..
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Se requiere de cierta investigacion adicional antes de atribuir el recubrimiento
total o parcial de nuestras nanoparticulas de Fe30.4/Si02. Ya que una gran
limitacion fue la falta de caracterizacién de nuestra muestra clave que presenta el
recubrimiento, esto debido a las fallas técnicas que se llegaron a presentar en
nuestra instrumentacién, con motivo a que son instrumentos de alta tecnologia a
veces es demasiado complicado encontrar las piezas adecuadas o el técnico
apropiado que pudiera reparar el equipo.

Se deben tomar las precauciones correspondientes al entendimiento de este
apartado en especifico, pudiendo cuestionarnos que tan recubiertas estan nuestras
nanoparticulas magnéticas y si en verdad cumplirian los parametros establecidos
en la bibliografia mencionada para la eficaz aplicacion en tratamiento de tumores
malignos. [29] [30].

Este trabajo aporta un método para reproducir Nanoparticulas
Superparamagnéticas en core shell y en el futuro se pretende estudiar su
interaccién con diferentes medios de suspension, medir la temperatura que
generan, medir su respuesta dptica y correlacionarla con tiempo de relajacion.
Este trabajo es el principio de un proyecto que podria tener impacto una vez que
se pase a las pruebas bioldgicas para controlar la acumulaciéon de nanoparticulas
funcionalizadas en areas tumorales especificas, analizar su toxicidad, hacer
pruebas preclinicas y analizar sus efectos. Hay mucho que investigar en este
campo y se requiere de mucho trabajo para llegar a la aplicacion a nivel clinico.
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Capitulo 4 . CONCLUSIONES

° Se logro la sintesis de nanoparticulas de magnetita menores a 15 nm en
forma reproducible.

o Se produjeron caracteristicas muy similares a las reportadas en la literatura
en cuanto al tamaiio de particula, su comportamiento magnético y estabilidad.

o Se podria considerar el método de coprecipitacion como un método efectivo
para obtener nanoparticulas de magnetita.

o Se aplicé un recubrimiento de SiO: el cual pudo ser observado mediante
nuestras pruebas de caracterizacion pos XRD e IR.

° Los anadlisis mostrados explicaron el notable recubrimiento de las
nanoparticulas de Fe304 con SiO; el cual permite minimizar la sinterizacién y
preservar la morfologia particular de las nanoparticulas revestidas.

o Se aprovecharon dichas técnicas de caracterizacion para realizar un analisis
robusto de las nanoparticulas magnéticas.

° A pesar del hecho que las imagenes en la prueba de caracterizacion TEM
muestra que las nanoparticulas de Fe304 no fueron bien dispersadas, es posible
aplicar dispersantes para mejorar los resultados.

° Es importante destacar que influyen en los resultados la estructura
cristalina y el tamafio de particula sobre las propiedades de la magnetita, asi como
evitar su oxidacion.

o Los espectros de infrarrojo muestran la interaccién polimero-particula
magnética a través del desplazamiento y ensanchamiento de los picos del espectro.

o Las muestras presentaron respuesta superparamagnética, lo cual permite
que sean direccionadas con campo magnético externo y también puedan generar
hipertermia para destruir células cancerosas con calor.

° Se pueden considerar este tipo de nanoparticulas como candidatas para
hacer mas pruebas encaminadas a la imagenologia y tratamiento local de cancer
por hipertermia. Pero habria que hacer mas pruebas para explicar ahora su
interaccién en medios biolégicos.

~75 ~



Capitulo 5 . EXPECTATIVAS Y ALCANCES
DE ESTA INVESTIGACION

5.1 EXPECTATIVAS

Actualmente se dedican grandes esfuerzos en fisica mediate la determinacion
experimental y el analisis tedrico de las propiedades eléctricas, 6pticas, térmicas y
magnéticas de los nanomateriales. Esta investigacion esta orientada al
conocimiento de las propiedades magnéticas de los materiales la cual se mantiene
como un tema de actualidad y alta importancia en ciencia y tecnologia. Mas aun, en
este estudio, es evidente el gran interés por las técnicas de simulaciéon y su
aplicacion en los fendmenos mencionados. Todos estos esfuerzos han contribuido
a enfocar la atencion en variados sistemas magnéticos y han permitido aumentar
de algin modo la comprensién de fendmenos que presentan ahora tanta
controversia en investigacion basica y experimental.

De particular relevancia para esta revision; han resultado las nanoestructuras
conformadas por Fe304/SiO2 debido a sus propiedades superparamagnéticas y su
alcance a una posible funcionalizacién a posteriori en medios bioldgicos para el
tratamiento de diferentes tumores malignos.

Siendo la mayor expectativa de esta tesis el impulsar este tipo de investigaciones
multidisciplinarias para conseguir nuevos tipos de tratamientos o técnicas para
tratamientos de enfermedades que nos aquejan a nivel mundial hoy en dia,
haciendo énfasis en el uso de la nanotecnologia como herramienta empleada
eficazmente, en base a su amplia gama de correlaciones con diferentes estudios de
enfoque.

Se espera mejorar los métodos mencionados en esta investigacion para poder
realizar una caracterizaciéon perfecta al conocer los verdaderos parametros
necesarios para la obtencion de nuestras nanoparticulas deseadas. Al ir mejorando
estos detalles, podremos inferir que ya teniendo nuestras nanoparticulas
magnéticas revestidas con Si de modo correcto, se podrian hacer diversos estudios
consecuentes en distintos tipos de medios bioldgicos.

El primer paso seria realizar pruebas in vitro mediante lineas celulares
previamente seleccionadas, en especifico, de ciertas células tumorales que de un
modo mas simple fueran capaces de recibir en su citoplasma nuestras
nanoparticulas magnéticas, al lograr dicho suceso, seriamos capaces de hacer
estudios de nuestro campo magnético y verificar qué parametros son los correctos
para su posible apoptosis, y mediante la observacion de resultados cerciorarnos si
en realidad hubo un proceso secundario de necrosis.
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Es fundamental realizar pruebas de dosis letal (DL50), ya que éstas nos
proporcionaran informacién sobre los limites en los niveles de toxicidad que se
pudieran desarrollar, teniendo como prioridad el conocer un porcentaje éptimo a
estabilizar nuestras nanoparticulas magnéticas revestidas en nuestro medio
celular, estas pruebas serian factibles a realizarse in vitro e in vivo, inclusive se
podria llegar a pensar en una posible primer estadia mediante un fitoanalisis.

Ya teniendo mas informacién sobre nuestras nanoparticulas revestidas, seria de
particular interés ver cémo se relacionan bioquimicamente, analizando los
posibles enlaces consecuentes y, mediante técnicas con biomarcadores, reconocer
los tejidos y érganos que comprenderian la estatica y dinamica de estas. Abogando
como principal argumento el método de desecho de éstas.

Ahora bien, se podrian realizar pruebas in vivo en ratas tipo Wistar, ya que han
servido como un importante modelo animal para investigaciones, gracias a su facil
manejo y comportamiento docil.

Cabe mencionar que se pretende mejorar el campo de hipertermia aplicado
mediante el uso de diferentes embobinados y circuitos para que tengamos
beneficios en nuestras aplicaciones posteriormente. En esta investigacion se tocé
muy superficialmente este tema, pues se traté de implementar un embobinado
prototipo que se demuestra a continuacion.

Fig. 42 Embobinado prototipo en forma de estrella para un posible mejor funcionamiento hipertérmico

Se analizé bibliograficamente qué tipo de embobinado seria el adecuado, se
procedid a realizar un embobinado en forma de estrella; éste se recubri6 de un
material aislante, pero debido a sus altas temperaturas mostradas en pruebas
piloto al inducirle corriente eléctrica no pudimos estabilizar este mecanismo.
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5.2 POSIBLES ALCANCES DE ESTA INVESTIGACION

Las nanoparticulas magnéticas son de sumo interés en biomedicina por sus
diversas e importantes aplicaciones:

i) Para transporte de drogas terapéuticas o de radioisétopos.
ii) Como separadores magnéticos de células marcadas.
iii)  Para el catabolismo de tumores via hipertermia.

iv)  Como agentes de contraste en aplicaciones de resonancia magnética.

El hecho de que puedan fabricarse con un tamafio homogéneo que va desde unos
pocos nandmetros hasta decenas, las coloca en una dimension comparable a una
entidad biolégica como una célula (10-100 um), un virus (20-450 nm), una
proteina (5-50 nm) o un gen (2 nm de ancho por 10-100 nm de largo).

Mediante este estudio podemos mantenernos claramente conscientes de que el
posible mayor alcance seria el gran impacto causado de las nanoparticulas
magnéticas recubiertas en estructuras celulares mediante la hipertermia;
revolucionando la medicina actual, a su vez, beneficiando aplicaciones oncolégicas
tradicionales al tratar de disminuir el dafio causado por la radiacién y
quimioterapia en tejidos y células sanas, sefialando nuevas técnicas de
tratamientos para cancer de modo personalizado.
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