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1. Introduccion

La hipertermia magnética intracelular es una técnica que se utiliza paralelamente junto a
otras técnicas como la quimioterapia o la radioterapia para combatir algunos canceres [1-3].

Antes de esta técnica de caracter puramente magnético, se utilizaban otro tipo de
hipertermias que eran administradas mediante dispositivos externos como laseres [4],
ultrasonidos y radiofrecuencia [5]. Sin embargo, todos presentaban alguna limitacion:
penetracion superficial, sobrecalentamiento de tejido sano que llevaba a quemaduras y
ampollas al producirse necrosis de las células sanas [6].

En la actualidad, el tratamiento hipertérmico con nanoparticulas consiste en el
calentamiento global de todo el tumor y es una técnica invasiva, ya que las nanoparticulas
se inyectan directamente al tumor con una aguja, ademas de la introduccién de sondas de
temperatura en el tejido circundante sano que rodea al tumor para controlar la temperatura
[7-9].

Frente a estos problemas y con el fin de generalizar el uso de la terapia por hipertermia
magnética en el uso clinico diario, el grupo de investigacion en cuyo seno se realiza este
TFG propone la hipertermia magnética intracelular local. Esta técnica consiste en la
eliminacion de las células tumorales mediante internalizacion celular de las nanoparticulas
magnéticas que luego son sometidas a un campo magnético alterno externo, produciendo
un cambio en la temperatura local de la zona de interés que desemboca en la apoptosis
celular y por consiguiente en la destruccion del tumor.

En el proyecto de investigacion en el que se encuadra este TFG se pretende mejorar de la
siguiente forma la técnica anteriormente expuesta. Frente a la eliminacién del tumor
mediante la subida global de la temperatura del mismo, que requiere mucho calor y es
necesaria por tanto la inyeccion de una gran cantidad de nanoparticulas dentro del tumor,
se propone calentar Unicamente la zona alrededor de las nanoparticulas, de forma que se
degeneren las células en su entorno mas préoximo y se dispare la muerte de las células por
apoptosis, sin que aumente la temperatura global de la célula. Asi, solo habria que
suministrar una pequefa cantidad de nanoparticulas en sangre, que se dirigiran al interior
de las células cancerigenas y eliminarian las células tumorales al calentarlas con un campo
magnético alterno.

En este trabajo se han utilizado nanoparticulas magnéticas de gamma-éxido de hierro i,
que funcionalizadas con los adecuados agentes bioldgicos diana se dirigen a las células
tumorales. A este proceso se le denomina vectorizacion y se basa en dotar a las
nanoparticulas con la capacidad para acumularse preferentemente en el tejido tumoral v,
asi, reducir los efectos colaterales en tejidos adyacentes [2-6].

Utilizamos estas nanoparticulas por diferentes motivos. Entre ellos destaca que las
dimensiones de las particulas deben estar entorno a 10-100 nm, ya que con este tamario
son consideradas como adecuadas para cualquier aplicacion que requiera penetracién en el
tejido [6]. Ademas, por debajo de estos valores las particulas sufren una excrecion renal
muy rapida y por encima de 200 nm experimentan una fuerte fagocitosis por parte de
células del sistema inmune (fuerte retencion en el bazo y el higado) [2-6].



El trabajo que aqui se presenta se desarrolld en el INMA (Instituto de Nanociencia y de
Materiales de Aragén) y es una pequefia parte del proyecto que se ha ido realizando
durante afios junto con otros centros de investigacién europeos y nacionales, con caracter
multidisciplinar puesto que es necesario un amplio conocimiento tanto en quimica, como en
fisica, en biologia y en ingenieria. Las nanoparticulas magnéticas han sido sintetizadas en
el INMA, y el equipo de hipertermia ha sido disefiado y construido por el Departamento de
Electronica de Potencia, siendo un proyecto comun en el que también participan el
Departamento de Bioquimica y Biologia Celular y la Universidad de Aveiro, y que ha dado
lugar a un gran numero de publicaciones (mas de 30).



2. Objetivos
Los principales objetivos de este proyecto son:

1. optimizar la técnica de la hipertermia magnética intracelular mediante el estudio de la
potencia de calentamiento de las nanoparticulas magnéticas al ser sometidas a
diferentes frecuencias e intensidades de campo magnético.

2. adquirir experiencia en el trabajo en el laboratorio, siendo el primer proyecto
importante y de caracter de investigacién en el que he participado.

Utilizaremos dispersiones de nanoparticulas de 6xido de hierro Il (y-Fe,O;) en agua ya
preparadas y mediremos el cambio en la temperatura de la dispersion al aplicar un campo
magnético alterno (AMF) en funcion del tiempo para distintos valores de intensidad y
frecuencia. A partir de las curvas de calentamiento, y conociendo la concentraciéon de
nanoparticulas en la dispersion, determinaremos la potencia de calentamiento especifica,
normalmente conocida por sus siglas en inglés, SAR (Specific Absorption Rate).



3. Fundamentos teéricos
3.1 Terapia hipertérmica con nanoparticulas magnéticas

Nuestro experimento se basa en el siguiente fendmeno puramente fisico: las nanoparticulas
magnéticas disipan energia cuando son irradiadas con un campo magnético alterno .

En primer lugar, definiremos lo que es una nanoparticula, que no es otra cosa mas que una
particula cuyas dimensiones no superan los 100 nm en ninguno de sus ejes y la
nombraremos de ahora en adelante como NP para referirnos a ella.

Algunas de las posibles ventajas de utilizar la hipertermia magnética en la terapia del cancer
se explican a continuacion :

1. No hay que someter al paciente a ningun tipo de operacion, es decir, es una técnica
no invasiva.

2. Solo se ven afectadas las NPs magnéticas por el campo magnético externo, por lo
que actuamos de forma localizada sin dafiar el tejido sano.

3. Podemos controlar el calentamiento que queremos obtener con las NPs en el tejido
tumoral tanto mediante la frecuencia como con la intensidad del campo magnético
aplicado.

4. Por ultimo, son buenos agentes de contraste por resonancia magnética, de forma
que podemos observar claramente si las NPs estan localizadas adecuadamente
[10].

No obstante, la terapia hipertérmica magnética tiene una limitacién importante relativa a los
parametros del campo magnético utilizables. Debemos tener en cuenta que no podemos
irradiar con cualquier frecuencia e intensidad de campo, ya que a partir de un producto de H
por f determinado (Hf = 4,85x10° Am™s” [11]) el campo aplicado puede ser nocivo para la
salud del paciente.

3.2 Particulas monodominio

El trabajo se ha realizado utilizando NPs de maghemita (y-Fe,Os;), un material
ferrimagnético. En este tipo de materiales, los espines atémicos en cada particula se dividen
en dominios dentro de los cuales su orientacion es la misma, mientras que la orientacion
relativa entre diferentes dominios es aleatoria [12] tal y como se presenta en la Figura 1.

Figura 1. Representacion de los dominios magnéticos de un material ferromagnético.



En nuestro caso, las dimensiones de las NPs son tan pequefas que solo pueden contener
un dominio magnético. Por tanto, todos los espines de la NP tienen la misma orientacion, y
decimos que son monodominio.
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Figura 2. Representacion del monodominio magnético debido a las dimensiones de las
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La aparicibn de monodominios ocurre cuando el tamafo de las NPs es menor que el
espesor de las paredes de Bloch, que se definen como la zona de transicién entre dos
dominios magnéticos, segun se explica graficamente en la Figura 2.

3.3 Relajacién magnética en nanoparticulas magnéticas monodominio

Al aplicar a las NPs un campo magnético externo AC se pueden llegar a producir dos tipos
distintos de relajacion magnética que dan lugar a fenémenos de disipacion térmica:

Mecanismo de relajacion de Néel: simplemente se trata de la rotacion del momento
magnético de las particulas magnéticas [13] con el campo magnético alterno, como
ilustramos a continuacién (Figura 3).

Figura 3. Representacion del mecanismo de relajacion de Néel. Imagen tomada de
referencia [14].

Mecanismo de relajacion de Brown: consiste en la rotacion fisica de toda la NP al tratar
de alinear su momento magnético con la direccion del campo externo, produciendo una
friccion con el fluido que la rodea, causante del aumento de la temperatura [13].



Figura 4. Representaciéon del mecanismo de relajacion de Brown. Imagen tomada de
referencia [14].

Asi, tenemos dos mecanismos por los que se produce el aumento de temperatura de las
NPs, y en el caso de nuestro experimento contribuyen los dos segun se comprobd
experimentalmente al restringir la movilidad de las NPs dispersandolas en matrices sélidas
[11].

3.4 Potencia de calentamiento

Una vez explicado el fundamento tedrico en el que se basa nuestro experimento, debemos
cuantificar la eficiencia que muestran las NPs al ser sometidas a distintas frecuencias e
intensidades de campo. Para ello calcularemos el SAR (Specific Absorption Rate), un
parametro empirico que establece la cantidad de Vatios por gramo de NP [11], y que se
calcula segun la Ecuacion 1:

Cp [HZGJ Miatal £

SAR =

Muana particulas At

Ecuacion 1 [11].

Donde CID representa el calor especifico del agua, al ser el disolvente de las NPs,
Mpanoparticulas €S 1@ masa de NPs de 6xido de hierro (y-Fe,0;) que contiene la dispersion,

Miotar €S la masa total de la dispersion, NPs y disolvente y AT es la diferencia de
temperatura entre la muestra con las NPs y una muestra de agua pura, que se utiliza como
control, en funcién del tiempo de aplicacion del campo magnético externo. Para poder llevar
a cabo este calculo de forma precisa hemos tomado el mismo volumen de la muestra de
NPs y disolvente como del agua control mediante una pipeta calibrada y utilizando la
siguiente aproximacion:

Mpan oparticulas

-~ CTHJ.J'I.U]'.'.‘HF!I:L‘I:E[HA‘ {-gafm'['}
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Ecuacion 2 [11].

Donde Cpanoparticulas hace referencia a la concentracion de las NPs en la solucion de agua y
es un parametro medido mediante ICP-OES por el servicio de andlisis (SAl) de la
Universidad de Zaragoza.

Una vez calculado el SAR o potencia de calentamiento seremos capaces de determinar en
torno a qué frecuencia e intensidad de campo nos interesa trabajar para un optimo
calentamiento sin sobrepasar el limite sanitario Hf.



4. Materiales y métodos

4.1 Equipo

A continuacion, se presenta una imagen del equipo empleado para la toma de medidas de
magnetotermia en el laboratorio:

77 ¢ |
Figura 5. Imagen del equipo utilizado para la aplicacion de campos magnéticos alternos a
dispersiones de NPs magnéticas y determinacién del calor generado.

La caja azul es un inversor con control de fase. Su entrada es una fuente de tension
continua constituida por tres fuentes de carril DIN de 48 V conectadas en serie. En caso
necesario, se puede aumentar esta tension hasta 650 V. La Figura 6 muestra el esquema
interno del inversor. Se trata de un puente en H con transistores FET de SiC representado
de manera simplificada como interruptores. Contiene dos ramas, izquierda y derecha, con
salidas de tensién A y B, respectivamente. Los transistores de la misma rama se abren y
cierran de forma complementaria.

ALTA TENSION

) | > Max: 900V/60A

B
Vd<650V ‘ A

Solo si
Vd<280V

Abrir
interruptor si
se usa FdA
Externa

Figura 6. Representacion del esquema interno del inversor.



La onda de salida del inversor es el resultado de restar dos ondas cuadradas, A y B, con
ciclo de servicio 50%. El desfase entre las ondas cuadradas permite variar la amplitud del
armoénico principal que se aplica al circuito resonante RLC. Una vez tenemos la onda
incidente, podemos verla en el osciloscopio y ajustar la frecuencia y desfase de la misma
mediante sendos potenciometros de ajuste situados en el equipo inversor. El sensor de
campo B esta formado por una espira situada en el extremo del circuito magnético que
recoge el flujo que atraviesa la muestra en la zona de medida. Observando en el
osciloscopio la onda del sensor de campo B se consigue alcanzar visualmente la frecuencia
de resonancia, que tiene lugar cuando la onda observada alcanza su mayor amplitud.

Para poder medir a diferentes frecuencias debemos modificar la capacidad del circuito
resonante serie RLC, mediante la conexién en serie o en paralelo de los condensadores. A
frecuencias bajas dominan los condensadores sobre la impedancia total mientras que a
frecuencias elevadas domina la inductancia L. Asi, modificando el numero de
condensadores y su conexion tanto en serie como en paralelo podremos aumentar o
disminuir la frecuencia con la que trabajamos. A mayor capacidad, se obtiene la resonancia
a frecuencias inferiores.

Entre el inversor y el circuito resonante RLC hay un transformador-reductor de adaptacion
de impedancias. Su relacion de transformacién es 59:10. La onda de salida del inversor se
aplica al circuito primario del transformador. El circuito secundario del transformador
alimenta la carga que forma el circuito RLC.

La inductancia L es un circuito magnético de ferrita, con forma de C mayuscula, en cuya
abertura se situan las muestras. La ferrita es de material del tipo 3C90 de Ferroxcube y la
forma es de barras 1/93/28/30, aptas para frecuencias menores de 200 kHz. Tres de las
barras tienen 10 espiras de hilo de Litz cada una, conectadas en serie.

En la abertura de la forma de C es donde se colocaron las dos cubetas, una con la muestra
de las NPs en la solucion de agua que nos interesa estudiar y la otra con agua que hara un
papel de control. El agua permitira reducir las pérdidas de transmision de calor.

Mediante dos termdmetros de fibra 6ptica, insensibles al campo magnético, se es capaz de
medir la temperatura en ambos fluidos (NPs+agua y agua control). Asi, se miden las
temperaturas de ambas muestras al ser sometidas a un campo magnético externo, y se
puede determinar el calentamiento debido a la transferencia de calor desde las ferritas.

El calculo de la amplitud del campo B lo realiza un circuito electrénico construido “ad hoc”,
que recoge la onda de tensién captada por el sensor. En una pantalla se muestra,

simultaneamente la amplitud de B en mT y la frecuencia en Hz.

A continuacion, se representa un esquema del circuito eléctrico (Figura 7):
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Transformador

Circuito resonante serie

Fuente de adaptador de
corriente impedancias R1
continua
IN ouT = L
+ L1 L2 8 =)
- L L =5 L3
150V hS
IN out W c1 (
I
Inversor 59:10 c

Figura 7. Esquema del circuito eléctrico.

De izquierda a derecha (Figura 7), se muestra, esquematicamente, la fuente de corriente
continua de 150 V, que el inversor convierte en alterna, y se aplica al primario L1 del
transformador adaptador de impedancias, que tiene 59 espiras. El secundario L2, de 10
espiras, alimenta al circuito resonante serie RLC representado por la resistencia del
devanado R1, la inductancia de las bobinas con nucleo de ferrita L3 y el condensador de
resonancia C1. Se muestra también la bobina que representa el sensor de campo B,
constituida por una espira.

La relacién entre amplitud de corriente de bobina y campo B en la zona de la muestra se ha
obtenido caracterizando el sistema con una sonda de corriente comercial de Agilent
mediante regresion lineal.

120 - *
B =-0,107F + 8,04271 - 28,211
= 105 -
§,105 .
m
8
g 90 -
]
Q
E
s /5
=
g
& 60
45 T T T T 1
10 15 20 25 30 35
Amplitud de la corriente de bobinal (A)

Figura 8. Amplitud del campo B en funcién de la corriente de bobina.

Se observa un comportamiento lineal hasta corrientes de 20 A con una relacién de 4,5
mTA™". El sistema permite medir hasta densidades de flujo de 120 mT.
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4.2 Procedimiento para las medidas magnetotérmicas

Hemos seguido el siguiente esquema de trabajo para cada una de las mediciones:

1- Establecemos la frecuencia que nos interesa jugando con los condensadores.

2- Aumentamos o disminuimos el campo magnético aplicado utilizando los potenciémetros
de ajuste situados en el inversor y siempre buscando que nuestra onda esté en resonancia.

3- Una vez esta el equipo preparado, quitamos la sefial de entrada, situamos las muestras
de NPs+agua y agua dentro de la ferrita e introducimos en cada una de ellas los sensores
opticos que miden la temperatura de la muestra y la representa frente al tiempo gracias al
software utilizado (Optilink).

4- Se introduce la sefal de entrada, la que genera el campo magnético, durante 100
segundos y medimos las temperaturas de ambas muestras.

5- Calculamos la diferencia de ambas temperaturas en funcién del tiempo y utilizando Excel
ajustamos estas funciones a un polinomio de segundo grado cuya primera derivada
evaluada en 0 nos dara la potencia de calentamiento de las NPs de la muestra. Con esto,
teniendo en cuenta que la concentracion de las NPs en la solucion (13 mgmL™) podemos
calcular el SAR.

Se han tomado medidas a diversas frecuencias entre 22 kHz y 77 kHz y distintas
intensidades de campo magnético entre 26 mT y 110 mT.

4.3 Caracterizacion de las nanoparticulas por microscopia electrénica
Las NPs magnéticas fueron estudiadas gracias a un microscopio electrénico de transmision
(TEM), en concreto, el Titan con correccion de aberraciones (FEI). El analisis quimico del

contenido de hierro en las muestras se llevé a cabo por espectrometria de emisién atomica
de plasma acoplado (ICP-OES).
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5. Resultados

5.1 Sintesis y caracterizacion estructural de las NPs magnéticas

Se utilizaron nanoparticulas fabricadas mediante coprecipitacion en medio basico y
posterior tratamiento hidrotermal segun se describe en Gu et al. 2020 [11].

La muestra se examind6 mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). En las
figuras 9 y 10 se muestran imagenes de las NPs. Como se puede observar las NPs tienen
forma rectangular con bordes redondeados.

Figura 9. NPs magnéticas vistas por TEM con baja resolucion.
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Figura 10. NPs magnéticas vistas por TEM con alta resolucion.

Se realiza un andlisis de tamafos sobre las imagenes TEM sobre un muestreo de 101 NPs.
Puesto que las NPs son ortoédricas, se calcula el diametro de una esfera con volumen
equivalente. Es decir, se mide el largo y el ancho de la NP, se asume una altura similar al
ancho, se calcula el volumen y posteriormente se estima el diametro de una esfera con este

volumen. Resulta un diametro equivalente promedio de 18,9 nm y una desviacion estandar
de 5,7 nm.

En la Figura 11 representamos un histograma de la poblacion de particulas.

25 ~

15 4

10 +

Frecuencia (%)

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 32 34

Didmetro NPs magnéticas (nm)

Figura 11. Histograma del didmetro equivalente de las NPs magnéticas.

14



El valor medio del diametro de las NPs ha sido de 18,9 nm y su desviacion estandar de 5,6
nm.

También presentamos una imagen del patron de difraccion de electrones de una NP en la
Figura 12 que coincide con la estructura de la maghemita (y-Fe,Os).

Figura 12. Patron de difraccion de electrones de una NP compatible con la estructura
cristalina del y-Fe,0;.

Se muestran los resultados obtenidos para las distintas frecuencias y valores de intensidad
de campo B estudiados.

5.2 Medidas de magnetotermia

Las medidas de calentamiento magnetotérmico se realizaron utilizando el equipo vy
procedimientos descritos en la seccion 4. A continuacién se describen los resultados
obtenidos para cada frecuencia del campo magnético alterno aplicado.

5.2.1 Frecuencia: 22 kHz

Las frecuencias utilizadas tienen una cierta variabilidad entre las distintas medidas
realizadas a distintos valores de B debido a los limites del montaje y al trabajar siempre en
resonancia.

En cualquier caso, la frecuencia promedio fue de 22,1 kHz y el coeficiente de variacién del
1%. Observamos como en ningun caso sobrepasamos el limite sanitario del producto Hf
siendo el valor maximo obtenido en el ensayo inferior al 50% de dicho valor limite.

15



Tabla 1. Valores de SAR para distintas intensidades de campo magnético a frecuencias
alrededor de 22 kHz.

Frecuencia (kHz) | B(mT) | Hf (Am's™) (109) Potencia (10?) | SAR (Wg™)
21,9 70 1,22 4,16 13,4
22,0 81 1,42 5,73 18,4
22,0 100 1,75 7,98 25,7
22,4 114 2,03 8,52 27,4

A continuacién se muestran los valores del SAR en funcién de la intensidad del campo
magnético B (Figura 13). Observamos que a medida que la intensidad del campo aumenta,
la potencia y por tanto el SAR aumenta. La relacion observada se ajusta muy bien (R? =
0,997) a una funcién polindémica de grado 2.

Se observa claramente como el incremento del SAR al aumentar la intensidad de campo B
se va estabilizando a ciertos valores a partir de ciertos campos, en este caso, observamos
que tenemos un crecimiento uniforme hasta alcanzar los 100 mT y es a partir de este valor
cuando la funcion parece dejar de crecer de forma lineal y se estabiliza en valores de SAR
cercanos a 27 Wg™'.

Otro parametro que es relevante comentar es el valor absoluto del SAR, para bajas
frecuencias (22 kHz) es necesario un campo de 114 mT para obtener un valor de SAR de
27,4 Wg™.

30 -

SAR =-0.0056B2 + 1.3598B - 54.456
R*=0.9975

15 -

10 | I | I 1
67 77 87 97 107 117

Intensidad de campo B (mT)

Figura 13. SAR en funcién de la intensidad de campo magnético B para frecuencias en
torno a 22 KHz.
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Pasamos a presentar ahora el SAR en funcién del producto Hf (Figura 14).

SAR = -18,307(Hf)2 + 77,248(Hf) - 53,823
R? = 0,9967

SAR (Wg-)
=

15 A

10 T T 1
1 1,4 1,8 2,2

Producto Hf (Am-s-1)(10°)

Figura 14. SAR en funcion del producto Hf para frecuencias en torno a 22 kHz.

En la Figura 14 se observa que nos encontramos por debajo del valor limite del producto de
H por f. La relacién observada se ajusta muy bien (R? = 0,997) a una funcién polinémica de
grado 2. Se observa como el SAR aumenta linealmente al aumentar Hf y que a partir de
Hf de 1,8x10° Am’s " el aumento se ralentiza tendiendo hacia un valor maximo.

5.2.2 Frecuencia: 46 kHz

Tabla 2. Valores de SAR para distintas intensidades de campo magnético a frecuencias
alrededor de 46 kHz.

Frecuencia (kHz) [ B (mT) | Hf (Ams™")(10°) Potencia (10?) | SAR (Wg™)
45,8 31 1,13 3,34 10,7
45,9 42 1,53 5,14 16,5
46,2 56 2,06 6,52 20,9
46,4 67 247 11,1 35,7

Las frecuencias utilizadas tienen una cierta variabilidad en las distintas medidas realizadas
a distintos valores de B debido a limitaciones del montaje y al hecho de trabajar siempre en
resonancia.
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En cualquier caso, la frecuencia promedio ha sido de 46,1 kHz y con un coeficiente de
variacion del 0,4%. Observamos como en ningun caso sobrepasamos el limite sanitario
establecido del producto Hf siendo el valor maximo obtenido en el ensayo inferior al 50%
de dicho valor limite.

40 -

SAR = 0,0163B?- 0,95B+ 25,455
R?= 10,9647

10 | I | | I |
30 37 44 51 58 65 72

Intensidad de campo B (mT)

Figura 15. SAR en funcién de la intensidad de campo magnético B para frecuencias en
torno a 46 kHz.

La relacion observada entre el SAR vy la intensidad de campo B se ajusta muy bien (R? =
0,997) a una funcion polindmica de grado 2 (Figura 15). Sin embargo, a diferencia de las
medidas realizadas a frecuencia de 22 kHz, en el caso de esta frecuencia de 46 kHz, el
SAR no tiende a saturar a partir de una determinada intensidad de campo magnético B sino
que por el contrario sigue aumentando cada vez en mayor grado al aumentar la intensidad.

A continuacion, presentamos el SAR en funciéon del producto Hf (Figura 16).
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SAR = 11,532(Hf)2- 24,298(Hf) + 24,387
32 R2 = 0,9651
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Producto Hf (Am-'s-1) (10°)

Figura 16. SAR en funcion del producto Hf para frecuencias en torno a 46 kHz.

La relaciéon observada se ajusta muy bien (R? = 0,965) a una funcion polindmica de grado 2.
Se observa como el SAR aumenta de forma lineal al aumentar Hf hasta valores de Hf de
2,06x10° Am’'s para posteriormente aumentar mucho mas rapidamente con Hf.

5.2.3 Frecuencia: 76 KHz

Tabla 3. Valores de SAR para distintas intensidades de campo magnético B a frecuencias
alrededor de 76 kHz.

Frecuencia (kHz) | B (mT) | Hf (Am's™) (10°) | Potencia (10?) | SAR (Wg™)
75,9 25 1,51 4,18 13,5
76,4 36 2,19 7,13 22,9
76,4 43 2,61 8,17 26,3
76,7 53 3,23 20,2 65,1

Como ocurria anteriormente las frecuencias utilizadas tienen una cierta variabilidad debido a
limitaciones del montaje y al hecho de buscar siempre la frecuencia de resonancia.

En cualquier caso, la frecuencia promedio fue de 76,3 kHz y con un coeficiente de variacion
del 0,6%. Observamos como en ningun caso sobrepasamos el limite establecido para Hf
por razones sanitarias.
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SAR = 0,0838B?- 4,7746B + 81,561
55 - R*=0,9688
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Intensidad de campo B (mT)

Figura 17. SAR en funcién de la intensidad de campo magnético B para frecuencias en
torno a 76 kHz.

La relacion observada entre el SAR vy la intensidad de campo B se ajusta muy bien (R? =
0,969) a una funcion polindmica de grado 2 (Figura 17). Sin embargo, a diferencia de las
medidas realizadas a 22 kHz, y al igual que las realizadas a 46 kHz, se observa que a partir
de cierta intensidad de campo magnético B el aumento del SAR con la intensidad de campo
se acelera. Asi, observamos que al aumentar la intensidad del campo magnético de 43 a 53
mT, el valor del SAR obtenido casi se triplica.

A continuacion, se representa el SAR en funcién del producto Hf (Figura 18).
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SAR = 21,988(Hf)2- 75,71(Hf) + 78,716
R? = 0,97

10 . . l
1,4 2 2,6 3,2

Producto Hf (Am-'s') (10°)

Figura 18. SAR en funcion del producto Hf para frecuencias en torno a 76 kHz.

La relacion observada se ajusta muy bien (R? = 0,97) a una funcién polinémica de grado 2.
Se observa como el aumento del SAR aumenta a partir de un valor de Hf determinado
(2,61x10° Am's™") que es todavia mas acusado que en la Figura 16.

5.2.4 Efecto de la frecuencia sobre el SAR

A continuacién, con el fin de seleccionar la frecuencia mas adecuada para alcanzar un
calentamiento oOptimo, representamos el SAR en funcidén de la intensidad de campo
magnético B para las 3 frecuencias estudiadas. (Figura 19).

La utilizacibn de una frecuencia baja (22 kHz) necesita la aplicacion de valores de
intensidad de campo relativamente altos (80 mT) para obtener valores de SAR mayores de
10. La forma de la relacién en esta frecuencia baja indica que la utilizacion de valores altos
de intensidad de campo no produciran valores excesivamente altos de SAR, lo cual puede
ser interesante de cara a una mayor seguridad para el paciente.

La utilizacion de las frecuencias media (46 kHz) y alta (76 kHz) consigue obtener valores de
SAR mayores de 20 con intensidades de campo magnético menores que con la frecuencia
baja (22 kHz), lo cual puede ser interesante desde el punto de vista de consumo de energia.
Sin embargo, la respuesta del SAR a la intensidad del campo magnético indica que
pequenos aumentos de la intensidad del campo por encima de un cierto umbral (55 mT para
46 kHz y 45 mT para 76 kHz) a estas frecuencias medias y altas, puede dar lugar a un
rapido aumento del valor del SAR.
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Figura 19. SAR en funciéon de la intensidad de campo magnético B para distintas

frecuencias.

A continuacioén, presentamos una grafica donde observamos el SAR en funcién del producto
Hf para las 3 frecuencias estudiadas. (Figura 16).

70

50 -

SAR (Wg-)
]

30

20 -

SAR = 1,10(Hf)* - 2,60(Hf) + 29,806
R2=0,88

B Frecuencia: 22 KHz
Frecuencia: 46 KHz
. Frecuencia: 76 KHz

= \/alor limite Hf

1 1,5 2 2,5 3
Producto Hf (Am-s-1) (109)

3,5

Figura 20. SAR en funcién del producto Hf para distintas frecuencias. La barra vertical de
color azul indica el limite para uso sanitario. La linea de color negro representa la regresion
con todos los puntos.
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La variacion del SAR con el producto Hf es bastante similar independientemente de la
frecuencia utilizada (Figura 20).
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6. Conclusiones

Las principales conclusiones a las que llegamos analizando los datos medidos en el
laboratorio son las siguientes:

1. La tasa de absorcion especifica denominada SAR aumenta con la intensidad del
campo magnético externo aplicado para una misma frecuencia.

2. El aumento del valor del SAR al aumentar la intensidad del campo magnético es
lineal, pero a partir de un cierto valor limite de campo magnético el incremento del
valor del SAR se ralentiza (para frecuencias bajas) o se dispara (para frecuencias
medias y altas).

3. La utilizaciéon de las frecuencias media (46 kHz) y alta (76 kHz) consigue obtener
valores de SAR mayores de 20 con intensidades de campo magnético menores que
con la frecuencia baja (22 kHz), lo cual puede ser interesante desde el punto de vista
de consumo de energia. Por otra parte, pequefios aumentos de la intensidad del
campo por encima de un cierto umbral (55 mT para 46 kHz y 45 mT para 76 kHz),
son suficientes para lograr un rapido aumento del valor del SAR.

4. En ninguno de los valores obtenidos sobrepasamos el limite impuesto del producto
Hf que resulta perjudicial para el cuerpo humano; siendo el valor maximo obtenido
para este valor en nuestros experimentos de 3,23x70° Am's?, con el que se
consiguen valores de SAR muy notables de cerca de 70 Wg™.

En cuanto al objetivo cientifico principal de este trabajo, hemos demostrado que, a la hora
de optimizar la potencia de calentamiento en la hipertermia magnética sin sobrepasar el
valor permitido de Hf, se puede optar tanto por una subida de la frecuencia como por una
subida de la intensidad del campo. Por tanto, la seleccién de los parametros del campo
vendra determinada por cuestiones técnicas asociadas a la fabricacion del equipo y a que
sea mas sencillo y econémico aumentar la frecuencia o la intensidad del campo de dicho
equipo.

En cuanto a mis objetivos de formacion académica, he conseguido familiarizarme con el
trabajo en el laboratorio; he puesto a punto el equipo de hipertermia que entonces no estaba
en uso y lo he modificado para adaptarlo a los objetivos del trabajo a realizar siguiendo el
equipo segun los datos que queria obtener y utilizando los programas necesarios para el
analisis de los datos tomados.

También he sido capaz de estudiar la potencia de calentamiento a distintas frecuencias e
intensidad de campos magnéticos pudiendo comparar el comportamiento de las NPs segun
se sometian a unas u otras frecuencias e intensidades.
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8. Anexo

8.1 Procedimiento para las medidas en el laboratorio

En primer lugar conectaremos todos los aparatos electrénicos a las tomas de corrientes y es
fundamental que la inductancia L, es decir, el circuito magnético de ferrita (Figura A.1), esté
conectado tanto en serie con los aparatos electronicos (inversor, transformador vy
condensadores) como también a tierra. En ningun caso debemos manipular el equipo sin
verificar que la ferrita esta conectada a tierra ya que por ella circulan intensidades eléctricas
de valores de varios érdenes de magnitud superiores al valor limite que resulta peligroso
para el cuerpo humano.

N

Figura A.1. Iman de Ferrita.

Una vez conectados los distintos elementos, encenderemos todos los aparatos que vamos
a usar para la medida de datos una vez tengamos las muestras a analizar colocadas en su
lugar. Solo conectaremos el equipo a la corriente en el momento de tomar las medidas para
evitar un consumo de energia excesivo.

Disponemos de un ventilador que se utiliza para enfriar ambas muestras tanto la de las
NPs+agua como la del agua control ademas de la ferrita, pero que en nuestro experimento
no hemos utilizado ya que el aire hacia mover los hilos del termémetro Optico agitando asi
las muestras y produciendo calor en vez de enfriar que debia ser su principal utilidad.
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Preparamos las dos muestras (NPs+agua y agua control) en dos cubetas. La de NPs+agua
ha sido filtrada por dos filtros, uno de 0.69 micrémetros y otro de 0.22 micrometros mientras
que la otra cubeta simplemente contiene agua destilada. Ambas cubetas contenian el
mismo volumen de muestra. Se ha utilizado una pipeta milimetrada para cerciorarnos de
que ambos volumenes eran idénticos. Una vez preparadas las dos cubetas con las
muestras, se colocan en el interior de la C formada por el iman de ferrita y perforamos
ambas cubetas por la tapa superior de éstas para poder introducir los termémetros 6pticos
(Figura A.2) en ellas.

Y

"“\.\h__- —

Figura A.2. Termdmetros 6pticos.

Los termdmetros Opticos estan a su vez conectados a un display (Figura A.3) que nos
muestra la temperatura de la zona a medir y mediante el software Optilink, que presentamos
a continuacién su funcionamiento, podemos medir la temperatura de ambas muestras una
vez aplicamos el campo magnético.

HeFlex

Figura A.3. Display de temperatura.

La Figura A.4 muestra un pantallazo del programa.

29



Arquisition ] 1 Feflex —ean . =
O Iratument  Name Log Chak Coke | "aam T | R
L I |1
T R R L]
= iy i [
I~ "Ix
o 7
b kil -]

Theun

Figura A.4. Programa Optilink empleado en la toma de medidas de temperatura.

El uso del programa es sencillo; guardamos el fichero de medidas en el ordenador con el
botén que se muestra: save as, y una vez estamos listos para la toma de medidas pulsamos
el botdn: start. Una vez tomadas las medidas clicamos el botdn: stop y nos guardara el
archivo como un .tem, el cual se puede abrir en Excel sin ningun problema, que es donde
realizaremos todo nuestro analisis.

Una vez aplicamos el campo magnético observamos en el chart del programa (Figuras A.5 y
A.6) como aumenta la temperatura de la muestra de forma inmediata, siendo crucial apuntar
el momento exacto en el que el campo se ha aplicado para las posteriores medidas.

O 105 FRAI TIAT 74 1340 T8 134 114726 K147 0154708 1147 3 ETAD AT AT 13 4T 5 URAT 5 1RE3]
L i

Figura A.5. Antes de aplicar campo. Figura A.6. Una vez aplicado el campo.

008 130611 13,0015 130015 13.00 75 13 0927

Finalizadas las medidas procedemos al calculo de las magnitudes mas relevantes para este
trabajo: el Specific Absorption Rate (SAR) y la potencia de calentamiento. Para esta ultima,
debemos calcular la diferencia de temperaturas de la muestra de NPs+agua y del agua
control una vez aplicado el campo magnético externo para el tiempo que determinemos. Es
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importante que el numero de medidas sea considerable pero no es necesario llegar a
temperaturas del orden de 46°C ya que aunque esta es la temperatura a la que se produce
apoptosis celular, se suelen formar jorobas en nuestras graficas que falsifican las medidas
de la potencia de calentamiento. Asi, un ejemplo seria el siguiente:

y = -0,0002x2+ 0,0827x+ 0,012

0 20 40 60 30 100 120
ds [s]

Figura A.7. Diferencia de temperaturas entre las muestras de NPs+agua y de agua control
en funcién del tiempo una vez aplicado el campo magnético para una frecuencia de 38 KHz
e intensidad 56 mT.

Con estos datos, haciendo la derivada primera polindmica de la regresion que pasa por el
punto cero, se obtiene la potencia de calentamiento y aplicando la Ecuacion 1 obtenemos el
valor del SAR.

Repetiremos este mismo proceso para cada frecuencia e intensidad de campo magnético.

8.2 Analisis de los datos

La relacion entre el SAR vy las variables intensidad del campo magnético B y Hf se ha
analizado mediante regresién con el programa EXCEL.
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