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Resumen

Dentro del esquema general de los nuevos avances tecnoldgicos para tratamientos
contra el cancer, la nanomedicina es una de las vertientes mas prometedoras. En los
ultimos anos la inclusion de la nanotecnologia en este campo se ha dado de forma
progresiva, haciéndose manifiesta en diversidad de aplicaciones, como en la marcacién
de células madre, el reconocimiento de células tumorales, la entrega de farmacos en
sitios especificos, entre otras. Particularmente, entre los recientes procedimientos
clinicos para control tumoral se cuenta una técnica conocida como hipertermia,
mediante la cual se busca ubicar nanoparticulas magnéticas dentro de una regién
tumoral en el organismo para posteriormente hacerlas interactuar con un campo
magnético AC externo, fenémeno que al generar un incremento en la temperatura

de la zona ocasiona la muerte de las células tumorales.

A pesar de que se han reportado numerosas evidencias que sustentan la eficacia
de dicha técnica, los tratamientos por hipertermia no se aplican actualmente a escala
de investigacion. Un tratamiento de este tipo requiere que se tenga control detallado
sobre una multiplicidad de factores antes de poder ejecutarse en la practica. Uno de
los elementos primordiales se relaciona con la elecciéon del material magnético que
debe usarse segin los beneficios y ventajas que éste provea. Otro factor importante
es el proceso mediante el cual dicho material en forma de nanoparticulas magnéticas
llega a la zona tumoral, es captado y posteriormente eliminado del organismo. En
esta tesis de maestria nos hemos enfocado en estudiar algunas de las propiedades
magnéticas y no magnéticas de nanoparticulas de magnetita con potencial aplicacién

en tratamientos de hipertermia.

Hemos trabajado con nanoparticulas monodominio sintetizadas por precipitacion
quimica y recubiertas con cuatro tipos de surfactantes: acido oleico, DEXTRAN,
polietilenimina (PEI) y silica, las cuales caracterizamos morfolégicamente con
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microscopia electronica de transmision. Hicimos comparaciones de los cambios que
presentan ciertos comportamientos magnéticos de las nanoparticulas por causa del
tipo de revestimiento que poseen, lo cual es basico para entender las notables
variaciones de las respuestas de las particulas cuando se someten a condiciones
similares. Esto es coadyuvante en la optimizacion de la seleccién del material
magnético con el cual se calentara el tumor. Las nanoparticulas sintetizadas
presentaron diametros entre 5 nm y 26 nm aproximadamente, lo cual asegura que se
trata de particulas monodominio que ademas se encuentran dentro de un rango de

tamanos en el que el proceso de calentamiento exhibe una respuesta favorable.

El estudio del calentamiento de las nanoparticulas lo realizamos mediante la
determinacion del indice de absorcion especifico con mediciones de temperatura en
funcion del tiempo para las muestras sometidas a un campo magnético alterno con
condiciones de intensidad y frecuencia invariables. Estudiamos dicho calentamiento

con algunas muestras dispersadas en solucion organica y otras en solucién acuosa.

Finalmente, propusimos un método para determinar la cantidad de nanoparticu-
las magnéticas presentes en un tejido a través de mediciones de magnetizacion y
pruebas de captacion natural. En la revision literaria no se encontrd ningin reporte
sobre este tipo de cuantificacién. Aun asi, consideramos este desarrollo una herra-
mienta fundamental para futuras referencias encaminadas a proponer protocolos de
control sobre la cantidad de material magnético que se empleara en la técnica de

hipertermia segun el tumor a tratar.

Palabras clave: Nanoparticulas, hipertermia, calentamiento, nanomagnetismo,

materiales magnéticos, magnetita, nanomedicina
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Abstract

In the general scheme of new technological advances in treatments against cancer,
the nanomedicine is one of the most promising aspects. In the last years the
inclusion of nanotechnology in this field has been increasing progressively in diverse
applications like stem-cell marking, tumor cells recognition, targeting and delivery of
drugs to a specific site, among others. Particularly, among recent clinical procedures
for tumoral control there exists a technique known as hyperthermia, which seeks to
locate magnetic nanoparticles inside a tumoral region to make them interact with
an external AC magnetic field later, a phenomenon that generates an increment in

the temperature of the zone and causes the death of the tumor cells.

In spite of the fact that there has been reported a lot of evidences that support the
effectiveness of this technique, hyperthermia treatments are not currently applied on
a clinical scale. A treatment like this requires a detailed control about a multiplicity
of factors before it can be implemented in practice. One of the fundamental elements
is related with the choice of the magnetic material that should be used according to
the benefits and advantages it provides. Another important factor is the process by
which that material in the form of magnetic nanoparticles reaches the tumor zone,
is captured and subsequently is eliminated from the organism. In this master thesis
we have focused in studying some of the magnetic and non magnetic properties of
magnetite nanoparticles with potential application in hyperthermia treatments.

We have worked with single domain nanoparticles synthesized by chemical
precipitation and coated with four types of surfactants: oleic acid, DEXTRAN,
polyethilenimine (PEI) and silica, which were characterized morphologically with
electron microscopy transmission. We made comparisons of the changes that have
certain magnetic behavior of the nanoparticles because of the coating type which
is basic to understand the significant variations of the responses of the particles
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when subject to similar conditions. This is instrumental in optimizing the selection
of magnetic material with which the tumor will be heated. The synthesized
nanoparticles showed diameters between 5 nm and 26 nm, which ensures that these
are single-domain nanoparticles within a range of sizes in which the heating exhibits

a favorable response.

The study of nanoparticle heating was done by determining the specific
absorption rate with temperature measurements versus time for the samples
subjected to an alternate magnetic field in terms of invariant intensity and frequency.
We studied that heating with some samples dispersed in organic solution and others

in aqueous solution.

Finally, we proposed a method to determine the amount of magnetic nanoparti-
cles present into a tissue through magnetization measurements and natural captation
tests. In the literature review it wasn’t found any report on this type of quantification.
Even so, we consider this development is a fundamental tool for future references in
order to suggest control protocols over the amount of magnetic material to be used
into hyperthermia technique depending on the tumor to be treated.

Keywords: Nanoparticles, hyperthermia, heating, nanomagnetism, magnetic
materials, magnetite, nanomedicine

XX



Not only is the universe stranger than we imagine,
it is stranger than we can imagine.

Sir Arthur Eddington (1882 - 1944)

Introduccion

Con el estudio del comportamiento de la materia a escala nanométrica se ha hecho
evidente una gran variedad de potenciales aplicaciones del uso de nanoparticulas
en distintas areas del conocimiento. Actualmente se desarrollan técnicas en pro de
mejorar los procesos para sintetizarlas, caracterizarlas y emplearlas con funciones
especificas, ya que las propiedades fisicas que éstas presentan difieren de las
que posee la materia a un nivel macroscopico, otorgandoles caracteristicas muy
particulares. Es asi que la atencién en los tultimos anos se ha focalizado en
usar las nanoparticulas como transportadoras de medicamentos, inmovilizadoras de
proteinas, marcadores celulares, agentes de contraste para MRI (Magnetic Resonance

Imaging), y mediadoras para el tratamiento de céncer por hipertermia. (Mornet,
2004) [52]

De manera particular, el tratamiento del cancer por hipertermia se centra en el
proceso de calentar nanoparticulas previamente ubicadas dentro de un tumor por
medio de la aplicaciéon de un campo magnético alterno a determinada frecuencia,
de tal forma que se genera un incremento en la temperatura de las células que
deriva en la muerte de éstas y por ende, en la remocion del tumor. Este aumento
localizado de temperatura se debe a la respuesta de las nanoparticulas al campo
oscilante. En principio la técnica pareceria ser efectiva contra todos los tipos de
tumores, presentando ademas la ventaja adicional de ser minimamente invasiva. Por

esta razon la posibilidad de emplear la hipertermia a nivel clinico promueve altas



M. L. Mojica Capitulo 1. Introduccién

expectativas en el tratamiento del cancer.

1.1. Fundamento

Cualquier material que tenga uso biotecnolégico debe aprobar una evaluacién
exhaustiva consistente en varias pruebas in vitro e in vivo, lo cual califica a dicho
material como compatible en su entorno de aplicacion. Esto implica que en un periodo
de tiempo el empleo de ese material no causara reacciones perjudiciales que puedan
alterar las propiedades intrinsecas de un sistema biolégico. (Bahadur, 2003) [4] Para
emplear entonces nanoparticulas magnéticas en el contexto de la hipertermia es
necesario efectuar estudios de viabilidad que las cualifiquen como biocompatibles.

Materiales magnéticos usados
como fuentes de calor

Materiales bulk y Nanoparticulas
microparticulas magnéticas

Nanoparticulas Dispersion coloidal de
ferro/ferrimagnéticas nanoparticulas
encapsuladas superparamagnéticas

Figura 1.1: Clasificaciéon de materiales magnéticos para hipertermia. Tomado de
Bahadur (Bahadur, 2003) [4].

Dependiendo del enfoque de la investigacién con materiales magnéticos como
fuentes de calor, éstos pueden clasificarse como se muestra en la figura 1.1.
El desarrollo que discutiremos en este trabajo se concentra en nanoparticulas
superparamagnéticas ya que son las que satisfacen condiciones para aplicacién
terapettica.

Ahora bien, para decidir si determinadas particulas magnéticas son o no
adecuadas para la hipertermia clinica, es necesario seguir una serie de pasos. Primero
se hace una preparacién de las mismas como suspensiones en un medio acuoso. Ya
sea que las nanoparticulas estén encapsuladas o en preparacion ferrofluida, el paso
siguiente a la preparacion esta fundamentado en los estudios in vitro. Para llevarlos
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a cabo se emplea usualmente un cultivo celular sobre el cual se efectiia un estudio
de la captacion intracelular. Se hace ademas un ensayo de biocompatibilidad que
conlleve a verificar la viabilidad de usar esas células y a la vez analizar la toxicidad
en el proceso. Finalmente se hace una valoracion de la correlacion existente entre

muerte celular y campo magnético aplicado para ese tipo de células particular.

Una vez que las particulas han arrojado resultados provechosos de los estudios in
vitro, se pasa a probar su efectividad en estudios in vivo. Para esto se crea un modelo
tumoral con animales mediante la seleccion de diversos tipos celulares cancerigenos.
En este modelo se estudia la capacidad de internalizacién del material magnético y
la disipacién en otros érganos haciendo histopatologias o andlisis quimicos. Puede
establecerse la disminucién del volumen tumoral mediante biopsias o medidas fisicas
directas. Lo anterior finalmente provee la suficiente informacién para trabajar sobre
la optimizacién de la metodologia basada en el potencial tecnolégico y la efectividad

de la misma.

Para hacer de la hipertermia una terapia clinicamente establecida y aceptada,
hace falta ademds considerar otros elementos aparte de la inclusiéon de material
biocompatible. A continuacién revisaremos algunos experimentos con el objetivo de

contextualizar el estado del arte.

1.2. Antecedentes

En una etapa temprana del desarrollo de la técnica de tratamiento de tumores por
hipertermia se reportaron en la literatura diversidad de experimentos centrados en
demostrar que el método ofrecia resultados convenientes para el control tumoral.
Entre estos trabajos se destaca el de Brusentsov et al. (Brusentsov, 2002) [12]
quienes basicamente estudiaron en un grupo de 36 ratones con sarcoma MXI11
inducido la evolucién del volumen tumoral, dividiendo en subgrupos a la poblacion
original. Uno de estos subgrupos fue de control, otro fue tratado con inyecciones
intratumorales de fluidos magnéticos de dextran-ferrita, y a los otros dos ademas
de administrarles fluidos magnéticos de dextran-ferrita los sometieron a un campo
magnético permanente con gradiente de campo fijo. En la figura 1.2 se reproducen

los resultados de este trabajo.

Puede verse aqui que los ratones que no fueron tratados presentan un crecimiento
del volumen tumoral, al igual que aquellos a los cuales se les inyecté el fluido
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magnético pero no se les sometié a ningtin otro estimulo. Por el contrario, los
grupos que fueron tratados con el fluido de dextran-ferrita y ademas el campo
magnético presentaron una reducciéon importante del volumen tumoral, alcanzando
una regresion completa maxima del 33 %. Reportan ademds un incremento en el

lapso de vida del 150 % para los ratones tratados en este 1ltimo caso.

inicio del finalizacion del
tratamiento tratamiento

Y V¥

(o0 N TIPICEI — N R A grupo 1
I EEETEEREEERNTA RO @ O R R T [Jarupo 2

10 4 =cmtecssanaaan Ogrupo 3
""""" @ crupo 4

volumen tumoral (mm?3)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90

tiempo de crecimiento (dias)

Figura 1.2: Volumen del sarcoma MX11 después del tratamiento por inyeccién
intratumoral de dextran-ferrita (DF) (grupo 2), después del tratamiento con inyeccién de
DF y campo magnético permanente (grupos 3 y 4), y en animales de control (grupo 1).
Los resultados representan la media de cuatro experimentos independientes. Figura
reproducida de Brusentsov (Brusentsov, 2002) [12].

Cabe indicar que la reduccion del volumen tumoral no es un indicador confiable

L ademés de las células

de control tumoral porque un tumor contiene estroma
cancerigenas, y éste puede estar tan desarrollado en una neoplasia particular
generando que ésta muestre una escasa reduccién de su volumen. No obstante, lo
importante de este estudio es que la disminucién del volumen tumoral muestra
una intima correlacién con la idea bésica de la hipertermia: el calentamiento de
las células mediante el uso de nanoparticulas magnéticas que interactiian con un

campo magnético provee beneficios terapetticos para tratar un tumor.

!Tejido conjuntivo laxo compuesto de células no tumorales, vasos sanguineos y matriz
extracelular.
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Desarrollos més recientes han estudiado los efectos benéficos del método a pesar
de comprometer la eficiencia del mismo. Por ejemplo, en el trabajo de Hilger (Hilger,
2005) [37] se midi6 el incremento de la temperatura en una zona tumoral y el recto
de un grupo de ratones como se muestra en la figura 1.3.

Campo magnético —e— tumor
encendido —— recto
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Figura 1.3: Experimento de calentamiento de tumores en ratones. (a) Radiografia
mostrando la posicién de termosensores en la periferia distal y proximal del tumor. (b)
Variacion de la temperatura rectal e intratumoral durante la exposiciéon de 10 ratones
portadores del tumor sometidos a un campo magnético (frecuencia: 410 kHz, amplitud:

11.06 kOe) por 242 s. Aplicacién intratumoral de 214+ 9 mg de nanoparticulas de
magnetita recubiertas con dextran. Tomado de Hilger (Hilger, 2005) [37].

||||5] IIII5|

centimetros centimetros

Figura 1.4: Radiografia mostrando las observaciones tipicas de un ratén con tumor

inducido (a) antes y (b) después de calentamiento magnético del tumor. Tomado de
Hilger (Hilger, 2001) [36].
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En este experimento se aplicé un campo magnético de gran amplitud y frecuencia
por espacio de 242 segundos. En algunos casos, el mismo grupo de trabajo observé un
colapso de los tumores implantados como se observa en la figura 1.4, en donde es claro
que hubo destruccién celular en el tumor. Notese que las condiciones experimentales
manejan umbrales elevados en parametros decisivos como la frecuencia y la intensidad
de campo. Estos dos factores pueden reducirse ampliamente, optimizando la préactica
de tal manera que la cantidad de material magnético que deba usarse sea la minima.

Asimismo se han presentado resultados alusivos a las ventajas biolégicas del
tratamiento, por ejemplo un experimento desarrollado por Ito et al. (Ito, 2006) [39],
quienes usaron nanoparticulas de magnetita en un tumor implantado en los fémures
de una rata experimental (modelo de glioma T-9). Sometieron uno de los dos tumores
a hipertermia, y encontraron que se presento una respuesta inmune antitumoral en el
otro tumor por la expresion de las HSPs. El tumor no calentado directamente también
desaparecié. Estudios de este tipo ofrecen una perspectiva enorme en cuanto a la
capacidad curativa de la técnica, y son la base de multiples esfuerzos encaminados a
hacer de los tratamientos por hipertermia una realidad colectiva.

1.3. Motivacion

Si bien hemos revisado solamente tres ejemplos interesantes de los muchos que
se presentan en la literatura acerca del efecto que tiene la técnica de hipertermia en
modelos experimentales, resulta natural preguntarse porqué ésta técnica no se aplica

actualmente a escala masiva a nivel clinico.

Esta condicién puede sustentarse en la dificultad tecnolégica asociada principal-
mente a la marcacion tumoral y a la generacion de campos magnéticos alternos alta-
mente controlados y precisos. También puede pensarse en otros factores limitantes,
como son el malestar que puede llegar a experimentar el paciente, la viabilidad de
usar la técnica en ciertos tumores especificos, la relacién de superficie/volumen de las
nanoparticulas que puede no ser suficiente para ingresar en algin sitio especifico del
organismo, la perfusion sanguinea, etcétera. Atun asi en la literatura se ha reportado
el uso de hipertermia para tratar tumores superficiales con resultados positivos, y
numerosos casos en los que también se ha empleado para tratar tumores profundos.
(Franckena, 2009; Hildebrandt, 2002; Johannsen, 2007; Maier, 2007), [20, 35, 41, 50]

Retomando lo anterior, la respuesta parece tener una raiz mas primitiva: los
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parametros fundamentales asociados a la técnica de hipertermia no han sido
completamente entendidos. Por esta razén la potencialidad terapetutica de este tipo
de tratamientos no se ha explotado correctamente. Algunas inconsistencias que

presenta el método en la actualidad son:

» Falta entender completamente el proceso de calentamiento de las nanoparticu-
las magnéticas dentro del tumor. Para esto es necesario correlacionar la in-
teraccion entre los diferentes parametros que influyen en dicho calentamiento,
considerando ademds factores biolégicos propios del organismo, como son la
perfusién sanguinea y la oxigenacién tumoral. Por ejemplo, aunque la potencia
crece con un campo magnético més intenso y también con la frecuencia, estos
parametros no se pueden incrementar por encima de un valor critico porque se

debe prevenir el calentamiento inductivo del tejido sano.

® No se han estudiado exhaustivamente las variables que deben ajustarse para
tratar diferentes tumores, como son volimenes hidrodindmicos, tipos de fluidos
magnéticos, frecuencia e intensidad de campo magnético, entre otros. Esto
es un requisito necesario para optimizar las propiedades magnéticas en aras
de emplear la concentracion de nanoparticulas mas baja posible que ofrezca
suficiente efectividad. Una distribucién adecuada de las nanoparticulas dentro
del tumor es esencial para evitar la ocurrencia de areas con defecto o exceso
de temperatura que llevarian a dar un mal tratamiento.

® A nivel experimental se requiere un mayor control sobre las distribuciones de
tamano de las nanoparticulas, asi como también un estudio mas detallado de

la biocompatibilidad de las mismas segun los recubrimientos.

® Se requiere profundizar en estudios sobre el mecanismo de captaciéon de las
nanoparticulas en los tejidos tumorales que puedan ofrecer una base biolégica
valida para el desarrollo de protocolos de tratamiento. Ademas, no existe mucha
informacion acerca del proceso que sigue a la captacién de las nanoparticulas,
referido a la opsonizacién del material magnético a nivel celular.

® No encontramos reportes en la literatura de ningin método dirigido a
cuantificar la cantidad de nanoparticulas magnéticas en las zonas de interés
en sistemas in wvivo. Los estudios se limitan a reconocer las nanoparticulas
por microscopia electrénica de transmisién en analisis histolégicos, o bien a

identificar la presencia de hierro en un tejido tumoral por otros métodos, como
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marcacién con azul de prusia. Aun asi, es imperativo manejar una herramienta
de cuantificacién de energia térmica como evento previo a la determinacion de

distribuciones de energia térmica en las zonas tumorales.

Los anteriores puntos requieren atencion para poder entender aspectos inciertos
de la hipertermia que permitan estimar su plausibilidad. Luego, es de particular
interés proveer informacion detallada de los elementos que en este caso forman el
empalme entre la posibilidad de realizaciéon de una técnica y la materia prima para
su ejecucion. En esta tesis hemos abordado algunos de dichos puntos con el objetivo

de aportar a su esclarecimiento.

Nuestro enfoque parte del estudio de propiedades de nanoparticulas de magnetita
recubiertas con diferentes tipos de surfactantes que tienen potencial aplicaciéon en
hipertermia. Buscamos entender el proceso de calentamiento de las nanoparticulas
mediante determinaciones experimentales que estan en concordancia con los
modelos tedricos expuestos caracterizando las muestras de material magnético y
evaluando el comportamiento de las nanoparticulas respecto a diferentes variables.
También proponemos un método de cuantificacién para determinar la cantidad de
nanoparticulas presentes en un tejido para estudios in vivo apoyado en resultados
previos, lo cual, como se mencioné anteriormente, no tiene una contraparte hasta la

actualidad.

1.4. Estructura de la tesis

En esta tesis empleamos diversos recubrimientos para las nanoparticulas de
magnetita, a saber: acido oleico, polietilenimina, polietilenglicol, DEXTRAN Yy silica.
La influencia de las diferentes superficies en el desempeno de las nanoparticulas
junto a un analisis mas detallado de algunas propiedades tanto magnéticas como no
magnéticas conforman la estructura de esta tesis. A lo largo de la misma se trabaja
con el sistema cegesimal de unidades (cgs). A manera de guia, el contenido de los

capitulos puede sintetizarse en:

® Capitulo 1: Introduccién. Revisién de antecedentes y motivacion.

® Capitulo 2: Generalidades sobre las nanoparticulas de magnetita. Introduccion
a la técnica de hipertermia. Esquema teérico fundamental de los monodominios
y el superparamagnetismo. Mecanismos de relajacion de Néel y Brown.

8
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® Capitulo 3: Curvas de magnetizacion y determinacién experimental de las
mismas. Sintesis de nanoparticulas de magnetita y definicién del indice de
absorcion especifico.

® Capitulo 4: Determinacién experimental de propiedades magnéticas (magne-
tizacién en funcién de temperatura y campo) y no magnéticas (morfologia,

indice de absorcién especifico). Discusiéon de los resultados obtenidos.

® Capitulo 5: Determinacién de la cantidad de nanoparticulas presentes en un
tejido por mediciones de magnetizacién. Resultados de un experimento de

captacion natural.

® Capitulo 6: Conclusiones de la tesis.






Gentlemen, to you the first honors always!

Your facts are useful, and yet they are not my dwelling,
| but enter by them to an area of my dwelling.
(Fragment of Song of Myself)

Walt Whitman (1819-1892)

Nanoparticulas magnéticas

Una nanoparticula magnética es una particula de tamano nanométrico formada
por un nucleo inorganico magnético que puede estar rodeado por una sustancia con
componentes organicos capaces de recubrir la particula, conocida como surfactante.
En muchos casos, esta sustancia es necesaria porque si una nanoparticula consistiera
unicamente en el centro magnético, éste se oxidaria rapidamente al interactuar con

un medio acuoso, lo cual lo inutilizaria para aplicaciones biologicas de interés.

El surfactante influye en la forma, tamano y estructura de las nanoparticulas,
las solubiliza, previene que se aglomeren por repulsiones estéricas, posibilita su
biocompatibilidad al contener moléculas que se asocian selectivamente a tejidos de
interés y las protege de la oxidacion.

Cabe resaltar que el tamano de las particulas resulta ser un concepto ambiguo,
primero porque pueden definirse diferentes partes de la nanoparticula: la parte
cristalina del interior, la coraza magnética, el recubrimiento, la capa hidratada, o
cualquier otra dimension no necesariamente relacionada con la geometria, y segundo,
porque en casi todos los casos las nanoparticulas tienen un caracter polidisperso.
(Laurent, 2008) [47]

En la figura 2.1 puede verse esquematicamente la estructura de una nanoparticula
magnética utilizable en aplicaciones biolégicas o médicas. En este capitulo se

introduciran los fundamentos de la hipertermia, los monodominios magnéticos, el
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© Nanoparticula
e Molécula de recubrimiento
MM Solvente

Figura 2.1: Esquema de una nanoparticula magnética con aplicacién bioldgica. Se

presenta la capa surfactante y las moléculas que componen el recubrimiento.

superparamagnetismo y los mecanismos de relajacion de Néel y de Brown.

El comportamiento de las nanoparticulas magnéticas durante el proceso relativo
a la técnica de hipertermia que introducimos de forma tan general es un asunto que

debe examinarse cuidadosamente.

Inicialmente, la sintesis de las nanoparticulas origina un reto importante porque se
busca tener el maximo control sobre su tamano, su carga superficial, y su estabilidad.
Esto ultimo se debe a que los procesos metabdlicos que suceden en el organismo se
dan en un medio acuoso en constante adaptacion, y se espera que las nanoparticulas
puedan fijarse en sitios especificos sin perder sus propiedades por las caracteristicas
del medio. Lo anterior requiere que se consideren otras componentes, por ejemplo,
asegurar que las nanoparticulas sean biocompatibles, no téxicas, que no se aglomeren
y a la vez puedan mantener su aislamiento con respecto a las demas, entre muchos

otros factores.

Una vez que las nanoparticulas ingresan al organismo, ya sea por via intravenosa o
intratumoral, pueden presentarse esencialmente dos eventos de captacién: marcacion
externa de las células tumorales o endocitosis diferencial. En este ultimo caso, la
célula incorpora las nanoparticulas a su interior, y se hace posible la hipertermia

12
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intracelular. Dicho comportamiento cede cierta selectividad que puede resultar muy
provechosa para el tratamiento particular.

Una vez que las nanoparticulas han cumplido su objetivo pasan por un proceso

1 en el cual son marcadas para ser posteriormente absorbidas por

de opsonizacion
macrofagos y finalmente son eliminadas. Por todo lo anterior, para que la técnica
completa sea exitosa resulta primordial asegurar un nivel 6ptimo en cada detalle del

proceso.

2.1. Hipertermia

Cuando un sistema de nanoparticulas magnéticas se somete a un campo
magnético oscilante, éstas absorben energia que luego se transforma en calor,
principalmente por cuatro procesos: corrientes de fuga, histéresis, relajacion y
resonancia. El primero de estos mecanismos usualmente se desprecia por la baja
conductividad eléctrica que tienen las nanoparticulas, y por la no interaccién entre
ellas, la cual previene este tipo de pérdidas. El ultimo de estos cuatro mecanismos,
se desprecia por la baja frecuencia del campo aplicado. No obstante, el segundo y
tercero de estos mecanismos son los que mas influyen en el calentamiento de las
nanoparticulas. En el caso de pérdidas por relajacion, se recurre a los mecanismos
de Néel (relajacién de lo monodominios superparamagnéticos) y Brown que se
explicaran mds adelante (seccién 2.4).

El tratamiento de tumores con temperatura es una linea que maneja princi-
palmente dos orientaciones: termoablacién e hipertermia.? (Berry, 2003) [6] En la
termoablacién se debe considerar la sensibilidad de las células normales a las tem-
peraturas de trabajo (que rondan los 55°C), y por lo tanto se ven afectadas. Esta
técnica deriva en la destruccion del tumor por necrosis celular directa, coagulacion
o carbonizacién. (Mornet, 2004) [52] Debido a esto se busca ubicar las particulas lo
méas concentradas posible en la region tumoral para evitar hacer dano excesivo al

tejido normal.

'Es un proceso de aglutinacién de agentes patégenos provocado por proteinas plasméticas,
inmunoglobulinas, interleuquinas, proteinas del sistema del complemento que culmina con la des-
truccion por fagocitosis de los agentes patdgenos.

2La termoablacién induce efectos bioldgicos distintos a los que se obtienen con la primera, por
lo cual no se clasifica dentro de la hipertermia.
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Por otra parte, la hipertermia es una técnica minimamente invasiva que se basa en
calentar las células® de un tejido a temperaturas entre 41°C y 46°C aproximadamente,
hasta el punto de generar la destrucciéon por apoptosis de las mismas. Se busca
lograr tal aumento de la temperatura por aproximadamente 30 minutos para obtener
un efecto terapettico. A propdsito, con excepcion del sistema nervioso central, la
mayoria de los tejidos en el cuerpo humano pueden soportar hasta 44°C por una
hora. (Hall, 2006) [31]

A pesar de que la idea de tratar tumores por hipertermia ha existido desde hace
siglos, fue en 1971 cuando se publicaron resultados del primer experimento en el
tema analizando células de mamifero. A partir de entonces se empezé a estudiar el
comportamiento en células y tejidos que se someten a diferentes temperaturas. De
este modo, se desarrollo en 1975 el International Symposium on Cancer Therapy
by Hyperthermia and Radiation, el cual generé muchas expectativas positivas
para trasladar a procedimientos in wvivo la técnica. No obstante, los resultados
que se venian obteniendo con los experimentos in witro no cumplieron con las
expectativas en los ensayos clinicos®. (Herrera, 2009) [34] En 1957, Gilchrist et al.
(Gilchrist, 1957) [22] pusieron en evidencia tal comportamiento de las nanoparticulas.
Propusieron la idea de tratar tumores con éxidos de hierro en un estudio que
realizaron calentando selectivamente muestras de tejido de nédulos linfaticos usando
nanoparticulas de maghemita® con fines de destruir células tumorales remanentes en
éstos empleando un campo magnético alterno de 1.2MHz. Este fue el primer reporte

de tratamiento de tumores con temperatura.

Es conocido que las células cancerigenas son mas sensibles a los efectos de la
temperatura que las células normales. (Jordan, 1999; Mornet, 2005) [42, 52| El
tratamiento por hipertermia induce un aumento de la perfusion en el tejido tumoral,
por lo tanto se produce un incremento en la oxigenacion del mismo que deriva en
mas radiosensibilidad. Es por esto que se ha propuesto trabajar la hipertermia

conjuntamente con la radioterapia y eventualmente con la quimioterapia, para

3El calentamiento de las nanoparticulas se lleva a cabo principalmente por pérdidas durante la
reorientaciéon de la magnetizacién, o por pérdidas por friccién si la particula puede rotar en un
ambiente que se lo permita. El calentamiento de las células se presenta por disipacién de calor.

4Una de las razones del fallo es que la habilidad de las particulas magnéticas para concentrarse
en el tumor depende del flujo sanguineo y de la intensidad del campo magnético. (Berry, 2003) [6]
Ademsés, en dichos ensayos pudo presentarse una exposiciéon de los tumores a temperaturas
subdptimas.

5Producto tipico de la oxidacién de la magnetita: y—Fe,Os.
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obtener un efecto sinérgico. (Mornet, 2005) [52] Numerosos estudios han indicado
que pacientes tratados con una combinacion de radioterapia e hipertermia han
respondido con mas beneficio que pacientes tratados tnicamente con radioterapia
en algunos tipos particulares de tumores. Contrariamente hay pocas evidencias, la
mayoria ensayos comparativos, en donde se ha estudiado el efecto combinado de la
hipertermia con la quimioterapia. (Hildebrandt, 2002) [35]

Ahora bien, la incorporacion de las particulas magnéticas al tejido tumoral se
lleva a cabo principalmente por la inyeccién de un ferrofluido que las contiene, del
cual se espera que sea estable, contenga polimeros biocompatibles y sea de caracter
acuoso para evitar que haya toxicidad (Buzea, 2007) [13] una vez que se introduce
en el cuerpo humano ya sea por via intravenosa o intratumoral. Adicionalmente
hay una relacion muy fuerte entre el calentamiento de las nanoparticulas y el tipo de
suspension en la cual se encuentran, mostrando que la optimizacién del procedimiento

exige condiciones adicionales sobre los fluidos que se emplean.

Entre los retos més marcados que tiene la hipertermia hoy en dia se encuentra la
capacidad de senalar la cantidad precisa de material magnético que se debe introducir
al paciente junto con el tiempo que se debe ajustar el tratamiento para el tipo
particular de cancer. Ademas, es esencial que se empleen nanoparticulas con alta
capacidad de disipacion de potencia, que no se precipiten por la gravedad o por
fuerzas electrostaticas y que ademas haya un control sobre la homogeneidad de la
distribucién de temperatura en la regién a tratar, para reducir los riesgos de hacer
dano al tejido sano.

El comportamiento de las células una vez que se calientan puede cambiar y atin
no hay un modelo que pueda explicar el mecanismo exacto de dicho proceso. Existen
estudios que senalan que las células tumorales aumentan la expresion de proteinas
HSPs (Heat Shock Proteins) como una respuesta propia al estrés celular. Este tipo
de reaccion induce inmunidad antitumoral, lo cual es otra razén mas para buscar la

ventaja que ofrece el calentamiento localizado de las células tumorales. (Ito, 2006) [39]

Por otro lado, el entorno en el cual se depositan las particulas afecta directamente
diversas caracteristicas biofisicas de éstas, como la viscosidad y la conductividad
térmica, factores que deben considerarse al proponer modelos que puedan explicar el
proceso de calentamiento. La accién conjunta de todos los mecanismos moleculares
subyacentes a la hipertermia se encuentra ain en investigacion. No es uno de los
temas principales de esta tesis abordar la transformacion bioquimica mediante la
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cual se produce el dano de las células tumorales, sin embargo, en el apéndice A se
encuentra una sinopsis orientada a ilustrar aspectos biologicos de este cambio.

2.1.1. Aspectos técnicos

Entre los multiples aspectos técnicos a destacar se mencionara brevemente uno:
para efectuar un tratamiento por hipertermia una de las limitaciones que se presenta
es la tolerancia al calor que presentan las células normales del paciente. Es conocido
que un campo magnético alterno que genera corrientes de fuga en un paciente puede
llegar a entregar energia suficiente para afectar al tejido tumoral, pero también al
tejido sano porque no es selectivo. Entonces se requiere un limite que impida que
el tejido normal se vea comprometido. De acuerdo a la ley de induccién la potencia
para el calentamiento depende de la frecuencia f del campo aplicado y el cuadrado
del producto entre el campo aplicado H y el didmetro del dispositivo inductor de
corriente D. (Cantillon, 2008) [14]

Experimentalmente Brezovich (Brezovich, 1988) [9] determiné un valor estima-
tivo de dicho limite efectuando experimentos en voluntarios. De ese estudio, con-
cluy6 que para una bobina de 30 cm de didmetro, H f deberfa ser maximo 3.86x10'°
Oe/s. (Hergt, 2006) [33] En la tesis se ha trabajado con un circuito que genera
un campo de ~ 122 Oe a frecuencia de 115 kHz, con lo cual H f resulta 1.4x107
Oe/s. Sin embargo, no se hace ninguna afirmaciéon que vincule el resultado con el
limite propuesto por Brezovich, puesto que se desconoce la viabilidad de suponer

una relacién lineal y extrapolar a diametros mas pequenos, como en el presente caso.

2.2. Monodominios magnéticos

Una vez que se ha introducido el concepto de nanoparticula y se ha esbozado su
influencia en el mecanismo de hipertermia, se procede a estudiar la fisica que tiene

lugar en este ambito.

Se sabe que un material magnético macroscopico se divide en dominios
magnéticos disminuyendo asi la energia cuando no estd sometido a un campo
magnético externo. Dentro de estos dominios la magnetizacion local estd saturada.
Estas regiones estan separadas por paredes de dominios, que se conocen como paredes
de Bloch, y su formacién esta sujeta a varias contribuciones de la energia, como son
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la de intercambio, la de anisotropia, y la magnetostdtica. (Kittel, 1986) [44] Una
generalidad que puede establecerse es que la estructura de dominios siempre tiene
su origen por la necesidad de minimizar la energia de un sistema pasando de un
estado saturado que tiene alta energia magnética a otro con menor energia. (Kittel,
1986) [44]

A medida que un material se va haciendo cada vez mas pequeno el seccionamiento
por dominios experimenta cambios que van requiriendo mas energia, de tal forma
que por debajo de un cierto tamano critico ya no es factible la creaciéon de dominios
por el costo energético que implica, y se tienen entonces particulas monodominio.
Esencialmente la teoria de las particulas monodominio consiste en dos partes: la
determinacion de las condiciones para que exista el estado de monodominio y el
calculo de las propiedades magnéticas con la suposicién de que la particula esta en
ese estado. (Brown, 1963) [11]

La existencia de las particulas monodominio fue propuesta en 1950 por
Kittel, Galt y Campbell (Kittel, 1950) [45], quienes estudiaron la respuesta de
nanoparticulas magnéticas suspendidas en una matriz no magnética al campo
minimo requerido para magnetizar muestras de hierro y niquel. Usaron bajas
concentraciones de particulas para asegurar que la interaccion entre ellas fuera
despreciable. Bajo estas condiciones, el campo necesario para alcanzar la saturacién
es considerablemente mayor para particulas multidominio que para particulas
monodominio. Obtuvieron determinaciones sobre los campos de saturacion, y a partir
de los datos comprobaron la presencia de particulas cuya energia de intercambio
era comparable a la energia de demagnetizacion, lo cual, si no eran particulas
monodominio, estaban muy cerca de serlo. (Kittel, 1950) [45]

Se ha mencionado que la energia total es el resultado de la contribucion de varias

energfas.%. Luego, la energfa de las paredes de Bloch puede expresarse como:
E = Js*n® + K,d (2.1)

en donde J es la constante de intercambio entre los espines s, K, es la constante de
anisotropia y d es el ancho de pared de dominio, que a su vez esta dado por:

J
aK,

d=sm (2.2)

SLa derivacién de las expresiones puede consultarse en (Kittel, 1986) [44] en el capitulo 15 de
Introduction to solid state physics.
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donde a es el parametro de red del material. De esta relacién puede verse que el
tamano de pared depende de la relacién entre las energias de intercambio y de

anisotropia.

En la literatura para nanoparticulas de magnetita’ se reporta d ~ 100 nm
(Kittel, 1986) [44]. Las nanoparticulas que se han sintetizado y caracterizado en
este trabajo tienen tamanos entre 5 nm y 26 nm aproximadamente, por lo cual,

segtn la informacion anterior, se trata de particulas monodominio.

2.3. Superparamagnetismo

Se ha establecido que el tamafnio de grano de un material magnético al reducirse
a escala nanométrica presenta cambios en sus propiedades fisicas, y el material se
considera como un sistema de nanoparticulas magnéticas. En un sistema con esta
caracteristica, es claro que puede manipularse la poblaciéon con campos magnéticos
externos, y mas aun, que es posible inducir resonancia en el mismo con la aplicacion

de campos variables en el tiempo.

Por otra parte, en tales nanoparticulas los dominios magnéticos que se tenian
en un nivel macroscépico presentan una alteracion profunda al disminuir sus
dimensiones. En este caso se hace comparable el tamano de la pared de los dominios
con el tamano de las particulas, y la energia que se requiere para crear un sistema
multidominio provoca un aumento en la energia total del sistema. De esta manera las
nanoparticulas se transforman en estructuras de monodomio al disminuir de cierto

tamano critico que depende del material, como se presentd en la seccion 2.2.

En la evolucién del concepto de monodominio, la referencia clara es que una
particula de tnico dominio se encuentra en un estado de magnetizacién uniforme
en cualquier campo. (Bean, 1959) [5] Este comportamiento de la magnetizacion es
idéntico al del paramagnetismo atomico, es decir, al fenomeno de la alineaciéon de
los momentos magnéticos libres con respecto a un campo magnético aplicado, con
la diferencia de que el momento magnético en las nanoparticulas con monodominios

es mucho mas grande, lo cual implica que se manejen altas susceptibilidades. A este

"La magnetita es un cristal ferrimagnético, término que describe un tipo de ordenamiento de spin
que comprende casi cualquier componente en el cual algunos iones tienen un momento magnético
antiparalelo a otros iones. (Kittel, 1986) [44]
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comportamiento con momentos magnéticos muy grandes atin en presencia de campos

magnéticos débiles, se lo conoce como superparamagnetismo®.

En 1959, Bean y Livingston (Bean, 1959) [5] expusieron los fundamentos de la
teoria superparamagnética, en donde plantearon que los momentos magnéticos en
un conjunto de particulas no interactuantes tienen un movimiento coherente en el
interior de cada particula, pudiéndolos describir a través del momento magnético
atomico i, v el nimero N total de atomos magnéticos que conforman la particula,

quedando el momento magnético dado por p = N figs.

La direccién del momento magnético depende de la anisotropia propia de
la particula y del campo magnético externo, lo cual caracteriza el eje de facil
magnetizacién, que es una direccién preferencial en la cual se sitia el vector de
momento magnético. Una vez que se retira el campo magnético, la magnetizacion

9

sigue un comportamiento que puede describirse con una ley tipo Arrhenius’, a saber:

M(t) = Moe /" (2.3)

en donde M (t) es la magnetizacién en funcién del tiempo, M, es la magnetizacion
inicial, ¢ es el tiempo después de que se suspende la aplicacién del campo, y 7 es el
tiempo de relajacion o tiempo caracteristico del decaimiento, dado a su vez por:

T = TOeK“V/kBT (2.4)

con 7y el tiempo caracteristico del sistema, el cual estd asociado a la frecuencia
de intentos de cambios del momento magnético de la particula entre los sentidos
opuestos del eje de ficil magnetizacién y usualmente se encuentra entre 107% y
10745, K, es la constante de anisotropia magnética, V' es el volumen de la particula,
kg es la constante de Boltzmann y T es la temperatura del sistema. No obstante, este
comportamiento exponencial en sistemas reales en los cuales se tiene una distribucién
de energias como consecuencia de la distribucién de tamanos de las nanoparticulas,

no se presenta.

8Cabe destacar que en general cuando las nanoparticulas de un material tienen didmetros
menores de aproximadamente 30 nm presentan comportamiento monodominio dependiendo del
material. (Bean, 1959) [5]

9El factor de Arrhenius e 2E/k8T o5 empleado para explicar el comportamiento de multiples
fenémenos asociados a procesos de activacién en funcién de la temperatura T, es decir, como
un sistema fisico puede escapar de un estado metaestable como consecuencia de las fluctuaciones
térmicas que experimenta. En este factor AFE es el cambio de energia entre los estados y kg es la
constante de Boltzmann.
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Puede decirse entonces que el superparamagnetismo es el resultado de la
fluctuacion térmica de los momentos de nanoparticulas no interactuantes, en donde
la energia de anisotropia dependiente del volumen (K,V) de cada particula es

facilmente superada por la energia térmica (kgT'). (Hariharan, 2005) [32]

Es interesante notar ademés que las nanoparticulas superparamagnéticas
conservan su momento magnético alineado aleatoriamente en la ausencia de un
campo magnético, por lo cual no presentan ni remanencia magnética ni campo

coercitivo, de lo cual se hablara con detalle mas adelante.

2.3.1. Anisotropia

La anisotropia es la ruptura de la simetria esférica del entorno del momento
magnético en direcciones privilegiadas.!® Hay varios tipos de anisotropia, siendo el
m&as comun la anisotropia magnetocristalina, causada porque la interaccion spin-
orbita produce que la distribuciéon de cargas de iones cercanos no sea esférica sino
esferoidal. De esta forma, la contribucién de la energia de anisotropia se debe a
interacciones electrostaticas asociadas a distribuciones electrénicas, y se presenta
porque la érbita de los electrones, ligada a la estructura cristalografica, genera que
ésta prefiera alinearse a lo largo de ejes cristalograficos bien definidos conocidos como
ejes de ficil magnetizacion.!! Asi resultan direcciones en el espacio en las cuales es
mas facil magnetizar un cristal que en otras, y tal preferencia puede expresarse
mediante un término de energia que depende de la direccién. (Aharoni, 2000) [1]

Otros tipos de anisotropia son la magnetostatica o energia de forma, que es la
energia requerida por una particula para crear su campo; la de superficie, que se
debe a las distorsiones del cristal que modifican la anisotropia magnetocristalina; y
la anisotropia por interaccién, que se produce por las interacciones que modifican la

barrera de energia segin la simetria de la anisotropia.

La energia de anisotropia uniaxial estda dada por:

E, = K,Vsin?6 (2.5)

10Una definicién més general establece que la anisotropia es la no homogeneidad que se presenta
en ciertos materiales en algunas propiedades al ser medidas en diferentes direcciones.

HDebido a que es mucho més fuerte el acoplamiento entre los orbitales y la red cristalina en los
3d, los espines electrénicos podran reorientarse recién cuando la energia que gane el sistema sea

mayor a la energfa del acoplamiento spin-érbita. (Curiale, 2008) [15]
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con K, la constante de anisotropia magnética por unidad de volumen, V' el volumen
de la particula y 6 el angulo entre el momento magnético de la particula y el eje de
anisotropia paralelo a la direccion z, como es el caso representado en la figura 2.2.

Esencialmente, el campo de anisotropia recibe cuatro contribuciones: primero, la
anisotropia magnetocristalina que depende de la composicion quimica y la estructura
cristalografica del material; segundo, el campo demagnetizante determinado por la
forma de la particula (para una esfera, la anisotropia de forma es nula); tercero, la
constante de anisotropia la cual depende de la estructura superficial de la particula;
y cuarto, para estructuras aglomeradas, la interaccion dipolar entre dos particulas
vecinas. (Laurent, 2008) [47]

Figura 2.2: Esquema del eje de anisotropia (linea punteada) de una particula
monodominio, junto con el vector de magnetizaciéon y de campo aplicado. Aqui el dngulo
0 esta definido entre el vector de magnetizacién y eje de anisotropia, y el angulo 6,

esta definido entre el campo aplicado y el eje de anisotropia.

Es comin proponer que la anisotropia tiene una simetria uniaxial. A pesar de
que esta suposicion no es valida estrictamente, es razonable para sistemas de mas
alta simetria basados en modelos ctibicos. Para considerar simetrias mas complejas
se deben tener en cuenta multiples contribuciones para evaluar la anisotropia de
un sistema. (Laurent, 2008) [47] Finalmente, el campo de anisotropia magnética
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estd dado por H, = 2K,/Mg donde Mg es la magnetizacién de saturacién.'?

2.4. Mecanismos de relajacién

Dentro de un ferrofluido las nanoparticulas monodominio se encuentran en un
estado superparamagnético y tienen sus momentos orientados al azar. Por esta razén,
en ausencia de campo magnético, la suspension no presenta magnetizacién neta.
Cuando se aplica un campo magnético alterno, las nanoparticulas reciben energia
del campo que impulsa a sus momentos magnéticos a rotar en pro de vencer la

barrera de energia generada principalmente por la anisotropia para alinearse con el

@ @ @ Mecanismo de
Néel

@ @\ \ Mecanismo de

\ \ \ Brown

Figura 2.3: Representacién esquematica de los mecanismos de relajacion de Néel y de

campo.

Brown.

Se hace natural considerar que la rotacion de los momentos puede darse de dos
formas diferentes. Por una parte, en la nanoparticula se puede presentar una rotacién
del vector de momento magnético sin que haya una rotaciéon mecanica de la misma,
y por otro lado, la particula puede rotar manteniendo su momento magnético en
la misma direccién con respecto a ella por efecto del torque ejercido por el campo

sobre el momento, de tal forma que su rotacion fisica permite que se dé la alineacién.

12En realidad las nanoparticulas magnéticas no son totalmente esféricas, lo cual conlleva a
que presenten anisotropia por su forma. Este término de anisotropia cristalina es menor que la
anisotropia asociada a un sistema en el cual se tiene anisotropia uniaxial, por lo cual considerar
este tltimo factor como el mds influyente es razonable para efectos del interés de esta tesis. (Aharoni,
2000) [1]
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La elecciéon de uno u otro mecanismo depende principalmente del tamano de las
particulas.

Para particulas pequenas, el mecanismo dominante se debe a la rotacién del vector
magnético dentro de la particula, y estda gobernado por la relajacién de Néel. Para
particulas grandes, la relajacion de Brown se explica por la rotacién de la particula
dentro del liquido transportador.

La dindmica relativa a la alineacion de la particula con el campo magnético
aplicado esta dada por el tiempo de relajacion del ferrofluido, que puede expresarse

como:
1 1 1
= 4= (2.6)
T TN B

en donde 7y y 75 son el tiempo de relajacion de Néel y de Brown respectivamente.

En la figura 2.3 se muestra esquematicamente en qué consiste cada uno de dichos

mecanismos. 3

Ahora bien, el modelo de Stoner-Wohlfarth (Stoner, 1948) [64] describe sistemas
magnéticos que satisfacen ciertas propiedades. Los elementos que componen el
sistema deben ser monodominios magnéticos, poseer anisotropia con simetria
uniaxial y no presentar interaccion entre ellos. Por anadidura se asume que la rotacién
del momento magnético de cada uno se presenta en forma global. En nuestro caso,
se trata efectivamente de nanoparticulas magnéticas monodominio que satisfacen
dichas condiciones. A continuacién se describiran los fundamentos de dicho modelo,
y se uniran a los modelos de relajacion de Néel y Brown.

2.4.1. Modelo de Néel

En la ecuacién 2.4 el producto K,V representa la energia de barrera que es
introducida principalmente por la anisotropia propia de la particula. La anisotropia
conjuntamente con el superparamagnetismo muestran una fuerte dependencia con el

tamano, la forma y la composicién quimica de las nanoparticulas. (Vargas, 2005) [68]

Consideremos un ensamble de atomos ordenados magnéticamente con T < Tyrie
o T < Tnse- Se tiene que la energia magnética de una particula con anisotropia

13Para particulas grandes, 7 < 7n porque la componente browniana de la relajacién magnética
es proporcional al volumen del cristal, y la relajacién de Néel es una funcién exponencial del
volumen. (Laurent, 2008) [47]
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uniaxial'* puede expresarse como:

E = K,V sin*0 (2.7)

donde K, es la constante de anisotropia por unidad de volumen, V' es el volumen de
la particula y 6 es el angulo entre el momento magnético de la particula y el eje de
anisotropia paralelo a la direccién z. En la figura 2.2 se observa la disposicion de los

vectores de magnetizacién y campo aplicado junto con los angulos correspondientes.

Como la energia F (ecuacion 2.7) tiene dos minimos equivalentes que correspon-
den a direcciones opuestas de la magnetizaciéon, en § = 0 y § = 7, dichos minimos

determinan que el eje de anisotropia sea el més favorecido para la alineacién del
momento magnético.

E

E /<\T+

0

by 0 0

V4 0

ST
S IER

Figura 2.4: (a) Energia magnética de una nanoparticula con anisotropia uniaxial en
funcién del dngulo 6 entre el eje de magnetizacion y el eje de anisotropia, definido en la
figura 2.2 y dada por la ecuacién 2.7. (b) Idem anterior para una nanoparticula con

anisotropia uniaxial que se somete a un campo magnético, dada por la ecuacién 2.8.

En la figura 2.4(a) se muestra la energia definida en la ecuacién 2.7 en funcién
del angulo 6. Ahora bien, una vez que se aplica un campo magnético H = Hk se
presentan cambios en el nivel energético en cada una de éstas orientaciones, haciendo
que haya una descompensacion en una de ellas, y en la otra el sistema permanezca
en un estado metaestable.

141a anisotropia de cristales hexagonales, que es funcién de un pardmetro solamente: el dngulo
0 entre el eje ¢ (eje rotativo que describe el movimiento alrededor del eje z) y la direccién de la
magnetizacion.
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En este caso, la energia magnética que se tenia en la ecuacién 2.7 cambia, y
resulta dada por:
E = K,V sin®0 — Hycos(0,, — 0) (2.8)

en donde 6,, es el angulo entre el campo magnético y el eje de anisotropia como se
observa en la figura 2.2, H es la magnitud del campo magnético aplicado y u es
el momento de la particula. Este cambio que genera la presencia de H desequilibra
la simetria en la inversiéon de la magnetizacién, lo cual origina que la altura de la
barrera de energia cambie y que entonces se tengan probabilidades diferentes segiin la
direccién de salto de la barrera, con tiempos caracteristicos 7., asociado a la menor
barrera (y por consiguiente més corto), y 7_, asociado a la mayor barrera (y por
consiguiente més largo), como se esquematiza en la figura 2.4(b).

El tiempo de relajacion observable queda entonces dado por:

1 1 1
=4 = (2.9)

El equilibrio puede volverse inestable para cierto valor del campo aplicado, lo
cual genera una rotacion irreversible de la magnetizacién en la direccion del campo.
No obstante, justo antes de alcanzar ese valor critico de campo, la barrera de
energia entre los dos estados se va haciendo cada vez més pequena, tanto asi que la
agitacién térmica puede producir una transicion espontanea durante un intervalo
de tiempo comparable al tiempo de medicién. En el caso en que el tiempo de
relajacion sea mucho menor al tiempo de medida, se obtiene un comportamiento

superparamagnético de la particula. (Bean, 1959) [5]

Finalmente, el tiempo de relajacién de Néel a campo aplicado nulo esta dado por:

KoV
TN = Toe*BT (2.10)

2.4.2. Modelo de Brown

El modelo para el mecanismo de relajacién propuesto por Brown contempla que
el momento magnético estd ligado al eje del cristal, de tal manera que cuando la
particula interactia con un campo magnético externo, como producto del torque
que se produce, ésta rota para que se dé la alineacion del momento con el campo.

El tiempo de relajacion de Brown esta dado por:
~ kgT

(2.11)

B
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con 7 la viscosidad dindmica del liquido transportador y Vj el volumen hidrodinami-
co (es decir, con surfactante) de las nanoparticulas. El volumen hidrodindmico es més
grande que el volumen magnético (V) de la nanoparticula.

En este trabajo, Vg se ha determinado tedricamente para contrastar con la teoria
de Brown. Existen varios modelos tedricos para determinar Vg a partir de V, los
cuales contemplan la determinacion del espesor de una capa de surfactante absorbido.
Sin embargo, en el presente trabajo se revisara el propuesto por Rosensweig
(Rosensweig, 2002) [57]. Considerando todo lo anterior, se hace especial énfasis en que
el tiempo de relajacion depende del arreglo detallado de las estructuras geométricas
de las particulas y de las orientaciones de los ejes faciles de magnetizacién de las
mismas. (Mgrup, 1994) [53]

1.0E-02
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Tos el/

1.0E-04 /
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Constante de relajacion T(s)

Trotal

1.0E-07 T
Brown S—

1.0E-08

1.0E-09

5 6 7 8 9 10
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Figura 2.5: Esquema del comportamiento de las constantes de tiempo de relajacién en
funcién del didmetro d de las nanoparticulas de magnetita.

En la figura 2.5 se ilustra esquematicamente el comportamiento del tiempo
de relajacién de Néel 7y (ec. 2.10), de Brown 75 (ec. 2.11) y el total 7 (ec.
2.6). Nétese que la constante de tiempo més pequena tiende a ser dominante en
determinar el tiempo de relajacién efectivo 7 para cualquier tamano de particula
dado. (Rosensweig, 2002) [57]

26



Capitulo 2. Nanoparticulas magnéticas M. L. Mojica

2.5. Magnetita

La magnetita es un tipo de cristal ctibico constituido por éxido ferroso diférrico
(Fe3O4) con férmula quimica Fe?*Fe3*O,. Es miembro del grupo espinel, de sistema
cristalino cubico y de estructura espinel inverso como se muestra en la figura 2.6.
En su estado puro es fuertemente magnética y se oxida. Contiene un 72 % de hierro
distribuido asi:

Hierro 72.36 %Fe 31.03 %FeO / 68.97 %Fey03
Oxigeno: 27.64 %0

Se forma a alta temperatura y se presenta en masas densas, fragiles y de color
negro, con brillo metalico. Es de clase éptica isotrépica y de transparencia opaca
de color gris. Presenta dureza entre 5 y 6.5, es decir, es un cristal semiduro. Tiene
densidad de 5.2 g/cm? y gravedad especifica de 4.9 - 5.2.
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Figura 2.6: Esructura espinel inversa de la magnetita. (a) El lado frontal de una celda
ctbica unidad. (b) Organizacién ferrimagnética en la magnetita: ilustracién del plano
[1,1,1].

La magnetita contiene 32 oxigenos, 32 sitios octaédricos ocupados por 8 Fed ()
y 8 Fej (]), y 64 sitios tetraédricos ocupados por 8 Fej (7). En cristalografia se
clasifica como sistema isométrico y hace parte del grupo espacial Fd3m (sintético).
El pardmetro de red es a = 8,3970 + 1 A y tiene Z = 8. Su temperatura de Curie
T es 851 K. Finalmente, la magnetizacion de saturacion para un monodominio My
de magnetita es de 446x 10° emu/cm?® y la magnetizacién de saturacién para la
magnetita bulk se estima en 92.5 emu/g.
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Words are the means to meaning,
and for some, the annunciation of truth.

V (From V for Vendetta)

Curvas de magnetizacion

En este capitulo se introduce la teoria para la determinacién experimental de las
curvas de magnetizacién. Posteriormente se ilustra de forma general el concepto del
indice de absorcién especifico (SAR) y finalmente se presenta una breve exposicién
acerca de la sintesis de las nanoparticulas de magnetita que se han estudiado en la
tesis.

3.1. Determinacion experimental de la curva de

magnetizacion

Los resultados de los experimentos dependen del tiempo tipico de medicion 7,
que esta directamente influenciado por la ventana temporal del equipo de medicion.
Esto es, si 7, > 7, el tiempo que transcurre mientras se efectia la medicion es
el suficiente para que el sistema se relaje, de tal forma que el promedio temporal
de la magnetizacién visto con ese instrumento es nulo, y se dice que el sistema
esta en equilibrio termodinamico. Por otra parte, si 7, < 7, el sistema no alcanza
a relajarse en el tiempo que dura la mediciéon. En este 1ltimo caso se observan
propiedades cuasiestaticas como en los sistemas magnéticamente ordenados, por lo
cual se dice que el sistema estd en un estado de no equilibrio termodinamico, o
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bien, en un régimen bloqueado. Debe notarse que en ambos casos no es el sistema
el que cambia sus propiedades, la diferencia de los resultados que se observan se
debe al instrumento de medicién. Adicionalmente, cuando el sistema se encuentra en
equilibrio termodinamico, los resultados que se obtienen no dependen de la historia
magnética que ha experimentado el material, lo cual no ocurre cuando el sistema
esta en régimen bloqueado.

Se define la temperatura de bloqueo Tz como aquella en la cual 7, = 7, es decir,
la temperatura limite en donde el estado de equilibrio termodindmico y el estado
bloqueado se separan. Dicha temperatura depende esencialmente del tamano de las
particulas y del tiempo caracteristico de la mediciéon. Las particulas mas grandes

requieren una temperatura mayor para alcanzar el régimen superparamagnético.

De forma general, las mediciones de magnetizacién DC involucran un tiempo
caracteristico 7, = 100s, para lo cual se sucede que: (Socolovsky, 2003) [61]

K,
= 25kp

B (3.1)
con 79 = 107 s y la consideracién de un volumen V; fijo para todas las particulas.
Cuando hay baja temperatura, 7 aumenta y los momentos magnéticos no alcanzan
a fluctuar en la ventana de tiempo del experimento 7,,, quedando congelados, de tal
forma que las mediciones dependen de la historia magnética de la particula.

Alternativamente, si se tiene alta temperatura, el valor de 7 permanece muy
por debajo del tiempo que los instrumentos de medida emplean usualmente, por lo
cual el sistema permanece en un régimen superparamagnético ya que los momentos
magnéticos pueden cambiar sus orientaciones dentro de la ventana temporal de dichos
instrumentos. (Socolovsky, 2003) [61]

Notese entonces que la temperatura de bloqueo de un sistema de nanoparticulas
puede variarse ajustando el tamano de las mismas, su forma, su dispersion y la
interaccion que se produce entre ellas. (Hariharan, 2005) [32]

3.1.1. Sistema en equilibrio termodinamico: 7 < 7,

Consideremos el caso en el cual el sistema estd en equilibrio termodinamico
(Tm > T), es decir, las particulas se encuentran en un régimen superparamagnético.
En relacion con el campo aplicado H, se tiene una distribucion de Boltzmann de
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los momentos magnéticos fi de las particulas, cada uno con una energia potencial
E, = —puH cos, con 6 el angulo entre [ y H. Sabiendo que la magnitud de la
magnetizacion M puede determinarse con la contribuciéon de todos los momentos

magnéticos, se sucede que:

M =nu {coth(x) — é] con r=-— (3.2)
donde n es el numero total de momentos magnéticos, y nu corresponde al valor
maximo posible que presentaria el material si todos los momentos estuvieran
alineados, es decir, es la magnetizacién de saturacién Mg. Esta magnetizacion puede
determinarse como Mg = ¢ My, en donde ¢ es la fraccion de volumen de los sélidos en
la suspensién, y My es la magnetizacion de saturacién de un monodominio, que para
magnetita resulta 446 x 10° emu/cm? aproximadamente. De esta forma, la ecuacién
3.2 puede reescribirse como:

M = Msc (ﬂ) (3.3)

kgT
en donde £(z) corresponde a la funcién de Langevin®, la cual se muestra en la figura

3.1 para diferentes valores del argumento.

La funciéon de Langevin sugiere que el comportamiento de la magnetizacién de
equilibrio depende del tamano de la particula. Con base en lo anterior, con una grafica
de M /Mg en funcién de H/T es posible determinar con las medidas de magnetizacién
si un sistema es o no superparamagnético, ya que si lo es, la curva resultante tiende
a converger en una Langevin. Ademads, para distintas temperaturas, dichas curvas se
superponen. No obstante, puede presentarse que el ajuste no sea perfecto, debido a
factores que afectan el comportamiento del sistema, como puede ser la interaccién
entre particulas, o distribuciones de los ejes de anisotropia y de los tamanos de las

particulas, entre otros.

Sintetizando, en el sistema en equilibrio termodindmico la magnetizacion (ec.
)
3.2) puede ser descrita a través de una funcién tipo Langevin. Esta funcién puede

expandirse como:

(3.4)

IEsta expresién supone que el sistema estd compuesto de particulas no interactuantes y

monodispersas.
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1
ax

coth(ox)-

L(oex)

15

Figura 3.1: Funcién de Langevin £(ax) = coth(ax) — @ para los valores de «

senalados en cada curva.

de donde, considerando el limite en el que x — 0, sobrevive el primer término de la

expansion, originando entonces que la magnetizacién (ec. 3.2) pueda escribirse como:

Np*H C
3kgT T

M(H,T) = (3.5)
donde N es el numero de particulas por unidad de volumen y C' es la constante de
Curie. Esta aproximacion es conocida como la ley de Curie, y es valida mientras
se cumpla que pH < kgT. De forma general, en el régimen superparamagnético
se tiene que la magnetizacién no presenta irreversibilidad ni dependencia de la
historia magnética de la muestra, las curvas de M /Mg vs. H/T medidas a diferentes
temperaturas se superponen, y la curva de M vs. T' medida con un campo magnético
suficientemente pequeno sigue la ley de Curie para T > T'z.

3.1.2. Sistema en no equilibrio termodinamico: 7 > 7,

Consideremos un sistema de particulas que se encuentran en régimen bloqueado.
En este caso, la magnetizacién de las particulas se orienta para minimizar la energia
del sistema, a saber:
Nu*H
3kgT

M(H,T) = (3.6)
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donde las variables son las mismas que en la ecuacion 3.2. En este tipo de sistemas
que no estan en equilibrio, los resultados experimentales dependen de la historia
magnética del material ademéas del campo aplicado y la temperatura, que son las
variables que influyen en el caso de equilibrio termodinamico. Es interesante resaltar
que la informacién del comportamiento del material se complementa al estudiarse su

respuesta en ambos regimenes.

Por esta razén, el estado inicial del ensamble de los momentos magnéticos de las
nanoparticulas (que se suponen con anisotropia uniaxial y no interactuantes entre
si) es determinante para poder reproducir las mediciones y verificar la informacién
experimental. Principalmente se emplean dos protocolos de medicién para obtener
informacion sobre las barreras de energia: enfriamiento con campo magnético nulo

(Zero Field Cooling, ZFC) y enfriamiento con campo magnético aplicado (Field

Cooling, FC).

Mediciéon de magnetizacién enfriando con campo magnético nulo: Zero
Field Cooling (ZFC)

En este protocolo la muestra se enfria desde cierta temperatura por encima de la
temperatura de bloqueo Ty, en donde las nanoparticulas se encuentran en régimen
superparamagnético, hasta una temperatura muy por debajo de Tz, desde donde se
iniciara la medicion. Después se aplica un campo magnético igual al que se emplea
para medir la magnetizacion M en el régimen superparamagnético, y se mide ésta
de nuevo en funcion de la temperatura T" hasta un valor mayor que la temperatura

de bloqueo.

Al principio los momentos magnéticos estan distribuidos todos al azar, por lo
cual el sistema presenta una magnetizacion neta igual a cero. En el proceso de
enfriamiento, no obstante, dichos momentos tienen una probabilidad no nula de
invertirse espontaneamente sin cambiar la magnetizacion neta, por lo cual se obtiene
que para 7, < 7T, aproximadamente la mitad de los momentos magnéticos se
encuentran en una direccién y la otra mitad en la contraria. Este es el ensamble
inicial.

Una vez que se ha alcanzado la distribucion inicial de momentos, al aumentar la
temperatura, éstos tienden a permanecer en el mismo estado a pesar de que 7 se hace
mas pequeno. Cuando la temperatura es mayor que T'g, los momentos se encuentran
libres para alinearse con el campo magnético, la magnetizacién deja de ser nula, y
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el sistema pasa a un estado de equilibrio termodinamico. A temperaturas mas altas,
la magnetizacién seguird el comportamiento descrito por la ley de Curie (ec. 3.5).
La magnetizacion en ZFC es un resultado de la acumulacién de varios procesos de
inversién. En la figura 3.2(a) se esquematiza el comportamiento de la magnetizacion

en funcion de la temperatura en ZFC.

ZFC

Magnetizacion
T
Magnetizacion

Ts Temperatura Ts Temperatura

Figura 3.2: Curva tedrica de magnetizaciéon en funcién de temperatura en condiciones
(a) ZFC y (b) FC respectivamente. Se seniala también la temperatura de bloqueo Tg.

Mediciéon de magnetizacion enfriando con campo magnético aplicado:
Field Cooling (FC)

La curva FC se obtiene cuando se toma como estado inicial el conjunto de
momentos magnéticos que resulta de aplicar el campo magnético al sistema desde
el régimen superparamagnético. Es decir, a 7' > Tz se aplica un campo magnético
por el cual los momentos experimentan interacciéon Zeeman que tiende a ordenarlos y
fluctuaciones térmicas que tienden a desordenarlos, de tal forma que la magnetizacién
resultante de estas alteraciones puede describirse con la ley de Curie (ec. 3.5) para
ese campo a esa temperatura 7. Cuando comienza a disminuir la temperatura,
puede entonces observarse que M aumenta su valor hasta llegar a la temperatura de

bloqueo, en donde ya no se observan cambios en la magnetizacion.

Luego la mediciéon de M para T' < T da como resultado un valor constante
de magnetizacion igual a M (H,T) = CH/Tg, el dltimo que registra en equilibrio
termodinamico. El comportamiento esquematico de M versus T' en este protocolo se
ilustra en la figura 3.2(b).
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Se ha visto entonces que los resultados experimentales de la medicién de
la magnetizacién para sistemas en no equilibrio termodinamico depende del
procedimiento que se siga, ademas del estado inicial del sistema. Se observa un
comportamiento de irreversibilidad en la magnetizacién en el régimen bloqueado,
contrario al comportamiento reversible que se presenta cuando el sistema esta en
equilibrio termodindmico. Un factor a tener en cuenta es que para los dos protocolos
se debe asegurar que el campo de anisotropia es lo suficientemente mas intenso que el
campo de medicién para asegurar que los resultados provean informacion necesaria
de la barrera de energia. (Aharoni, 2000) [1]

Magnetizacion

Temperatura

Figura 3.3: Curva de magnetizacion en funcién de temperatura en condiciones ZFC y
FC respectivamente, para una muestra con distribucién de tamano.

En la figura 3.2 se ha representado esquematicamente el comportamiento de
la magnetizacion en los protocolos ZFC y FC, en caso de tener un sistema de
nanoparticulas con igual tamano. No obstante, en el caso real, existe una distribucién
de tamanos de las particulas, lo cual implica la existencia de una distribucion de
barreras de energia, y por lo tanto, el comportamiento de M versus 7' se modifica,
tal como se muestra en la figura 3.3. Se puede inferir de tal comportamiento que a
medida que se pasa de un régimen a otro, una parte de la muestra puede estar
en régimen bloqueado mientras la otra ya estd en régimen superparamagnético.
Considerando ademas la dependencia de Tz con el volumen (ec. 2.4), puede entonces
decirse que para ciertas temperaturas, mientras las particulas de mayor tamano se

encuentran en régimen bloqueado, las de menor volumen pueden permanecer en

35



M. L. Mojica Capitulo 3. Curvas de magnetizacion

régimen superparamagnético por tener menor temperatura de bloqueo.

Las curvas de magnetizacién que reflejan un comportamiento mas real (figura 3.3)
son resultado de la suma de las curvas individuales que corresponden a cada tamano
de particula, pesadas por la cantidad de particulas con dicho tamano presentes en la
muestra, es decir, por la distribucién de tamanos. En este tipo de graficas se tiene
que el maximo de la curva de ZFC corresponde al valor medio de la temperatura
de bloqueo del sistema segun la distribucion de tamanos, y el valor de temperatura
en el cual las curvas de FC y ZFC se unen es conocida como la temperatura de
irreversibilidad, correspondiente a la barrera de energia mas grande, es decir, a la

temperatura de bloqueo de las particulas con tamanos mas grandes.

Sea f(u) la funcién de distribucién de tamanos de un sistema de nanoparticulas
superparamagnéticas. El nimero de particulas por unidad de volumen de la muestra
con momento magnético entre p y p + dp estd dado por f(u)du. Se sigue que la
magnetizacion macroscépica de dicho sistema cuando se aplica un campo magnético
H esté dada por: (Ferrari, 1997) [19]

w1 = [ <%) F () (3.7)

en donde L(x) es la funcién de Langevin definida en 3.2. Se considera usualmente
que la funcién de distribucién del tamano de las nanoparticulas puede describirse a
través de una tipo log-normal (Knobel, 2004) [46].

Ahora bien, el volumen medio de las particulas estd dado por: (Socolovsky,
2003) [61]

V) = / VRV (3.8)

en donde f,(V) es la distribuciéon de volimenes, y f,(V)dV da la fraccién de
particulas con volimenes entre V y V 4 dV. Considerando que hay momentos
magnéticos tanto en régimen superparamagnético como en régimen bloqueado, la
expresion para la magnetizacion (ec. 3.7) puede separarse en las contribuciones de
cada uno de estos régimenes. Para hacer esta division, se tiene en cuenta que existe
un volumen critico V¢, dado por la relacién 3.1. De esta manera, la magnetizacién

seria:
Vo S

M(H,T)= | My(HT)f,(V)AV + | My (H,T)f,(V)dV (3.9)

0 Ve
en donde My (H,T) es la magnetizacién de un sistema de particulas normalizadas

por su volumen. En esta expresion el primer término corresponde a la contribucién
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de los momentos superparamagnéticos y el segundo a la de los bloqueados. Para los
momentos superparamagnéticos, el valor de la magnetizacion es conocido, puesto
que responde a la ley de Curie (ec. 3.5). En el otro caso, no obstante, el valor de
la magnetizacion depende del protocolo de medicién. Para mediciones en ZFC, la

magnetizacion de las particulas bloqueadas es nula, asi resulta:

Ve .2

(V)
Mypo(H,T) =
zrc(H,T) /0 3kgT

Hf,(V)dV (3.10)

y tomando que p es proporcional a la magnetizacién de saturacion por unidad de
volumen Mg, resulta:

MZH (Ve V? MZH [T T?

_ _ - B
Mzpc(H,T) = Skp TfU(V)dV A Skp /., Tf(TB)dTB (3.11)

en donde se ha empleado la relacion entre volumen critico y temperatura de bloqueo
para hacer un cambio de variable, y A es la constante de proporcionalidad de dicho
cambio. Ahora bien, en el caso del experimento FC, se sigue un analisis similar,
teniendo en cuenta que en este caso la magnetizacion en el régimen bloqueado no es
nula, es decir:

MZH [YeV? M3ZH [~ V2

Mpc(H,T) = —fu(V)d

fo(V)dV (3.12)

que con el cambio de variables respectivo queda:

M2H [T T2 M2H [
Mpc(H,T) = A2 “Bf(Tg)dTg + A== / Tpf(Tp)dIs (3.13)

Por lo tanto, de las expresiones 3.11 y 3.13 se sigue que:

O [Mzpc(T) — Mpc(T))
oT

Esta relacion provee informacion acerca de la distribucion de energias de barrera

x Tpf(Tp) (3.14)

(y consecuentemente del tamano de las nanoparticulas) a partir de mediciones
de magnetizacion en estado de no equilibrio termodinamico, y la usaremos de
forma complementaria a las mediciones obtenidas por microscopia electronica de

transmision.

Como dato adicional, Socolovsky et al. (Socolovsky, 2003) [61] han mostrado que
la diferencia entre las curvas FC y ZFC es que la contribucion de las particulas

bloqueadas es 25 veces mayor en la curva FC de lo que es en la curva ZFC.
(Socolovsky, 2003) [61]
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3.1.3. Magnetizacion en funcién de campo aplicado

Para realizar las mediciones de la magnetizacién M en funcién del campo H,
el estado inicial que se considera corresponde al de la muestra enfriada desde el
régimen superparamagnético con campo aplicado nulo. Al aplicar el campo a baja
temperatura el tiempo de relajacién del sistema es mayor que el de medicion, por lo
cual el sistema permanece con la misma magnetizacion. Ahora bien, si la temperatura
de medicion es nula, los momentos que estan antiparalelos al campo aplicado no
experimentan cambios hasta que el valor del campo sea H = 2K, /Mg, porque en este
punto la barrera de energia producida por la anisotropia deja de existir y solamente
permite un minimo posible para la magnetizacién. Si la temperatura es distinta de
cero, el cambio se produce en algin valor de campo menor (H < 2K,/Mg) porque
el tiempo de relajaciéon comienza a disminuir a medida que aumenta el campo. El
campo H, = 2K,/Ms se conoce como campo de anisotropia, el cual coincide con
el campo coercitivo? He en el modelo de Stoner-Wohlfarth. Cuando los campos va
son muy grandes se dice que el sistema ha saturado y en esos valores de campo la
magnetizacion vale Mg.

1.0 —— 1.0
0.5 0.5
s s 0
> 0.0 > 0.0
= =
-0.5 -0.5F
1.0 — -1.0
'Hc H Hc H

Figura 3.4: Ciclo de histéresis de la magnetizacién para un sistema de monodominios
con el eje de anisotropia uniaxial (a) paralelo al campo aplicado, (b) distribuido al azar,
medido a T' < Tg.

Idealmente al disminuir el campo magnético la magnetizacion tendra el mismo

valor de saturacion hasta que H = —H, momento en el cual la probabilidad de

2Aquel campo necesario para anular la imanacién.
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inversion de los momentos dentro de la ventana temporal de medicién es no nula. La
curva asi obtenida es un ciclo de histéresis con campo coercitivo Heo y magnetizacién
remanente® M, = Mg. Este comportamiento genera dos ramas de la curva que
no retornan por el mismo camino. Cabe destacar que el estado saturado también
es un estado inicial bien definido para efectuar las mediciones. En la figura 3.4 se
muestran esquematicamente ciclos de histéresis para la magnetizacion, cuando los
ejes de anisotropia uniaxial estan paralelos al campo y cuando estan distribuidos al
azar. Notese que en esta ultima disposicion, cada rama es méas redondeada, producto

de la suma de diferentes ciclos, y éstas no corresponden a funciones de Langevin.

La remanencia total resulta ser la suma de las contribuciones de cada tamaimo de
particula pesada por la funcién de distribucién de tamanos, a saber,

M(T) = V°° M(T, V) £, (V)AV = M / TV LV)aV (3.15)

en donde Vi es el volumen critico en el cual T = T. Efectuando un cambio de

variables adecuado para poner la expresion anterior en términos de la temperatura,

resulta: -
M(T) = AMs |~ Taf(Ta)dTs (3.16)
T
de lo cual se sucede que:
0[M,.(T
SOOI o 1 () (3.17)

esta expresion da informacion acerca de la distribucion de tamano de las nano-
particulas a partir de mediciones de la magnetizacién remanente en funcién de la
temperatura. Luego, de las mediciones de M en el régimen bloqueado se puede
decir que éstas son fuertemente dependientes de la historia magnética a la cual se ha
sometido la muestra. Por otra parte, las curvas de M vs. T no siguen una ley de Curie,
presentando irreversibilidad. Finalmente, las curvas de M vs. H muestran ciclos de
histéresis, en donde M, (T") da informacién de los tamanios de las nanoparticulas en

el sistema.

3.2. Fluidos magnéticos

Un fluido magnético es una suspension de particulas nanométricas ferro-

magnéticas o ferrimagnéticas (fase magnética) en un liquido portador (fase no

3Magnetizacién en H = 0.
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magnética) que previene la aglomeracién de éstas. Dichas particulas son altamente
susceptibles a campos magnéticos. (Williams, 2008) [73] En 1965, Stephen Papell
(Papell, 1963) [55], de la National Aeronautics and Space Administration (NASA)
registré una patente acerca del desarrollo de un método de preparacién de coloides
ferrofluidos, mediante la suspension de particulas de magnetita en queroseno y la
agregacion posterior de acido oleico, logrando que las particulas no se aglomeraran.
Fue la primera vez que se tuvo un método para la creacién de dichos coloides y
a partir de entonces, se han estudiado diversidad de procesos mediante los cuales

pueden generarse fluidos con propiedades ferromagnéticas.

Un campo magnético externo entrega a las nanoparticulas suficiente energia
para permitir que los momentos magnéticos sobrepasen la barrera de energia y
puedan fluctuar. Esta energia es disipada cuando el momento de la particula se
relaja a su orientacion de equilibrio, permitiendo entonces que el conjunto de
monodominios se caliente, lo cual se requiere en tratamientos por hipertermia.
También pueden presentarse pérdidas por resonancia cuando se trabaja a ciertas
frecuencias, dependiendo de la anisotropia de las particulas.

3.2.1. Indice de absorcién especifico (SAR)

El calentamiento de un material puede describirse con el indice de absorcion
especifico (SAR), que es la medida de la razén a la cual la energfa es absorbida por
el cuerpo o la muestra cuando se expone a un campo magnético alterno. En este caso
es la potencia absorbida por masa de tejido. La energia se libera después al medio
por procesos que dependen de las caracteristicas de las particulas y de la intensidad
del campo aplicado.

El SAR provee un valor numérico para comparar el potencial de calentamiento
de diferentes particulas bajo diferentes condiciones, y puede determinarse mediante
la expresién: (Drake, 2007) [17]

Mimuestra dT

SAR = ¢ (3.18)

Mmagnetita dt
en W/g, en donde c es la capacidad calorifica del aguat, Mpuestra €5 la masa de la
muestra, Myqgnetita €S la masa del 6xido de hierro presente en la muestra (medida

magnéticamente), y dT'/dt es la pendiente inicial de la curva de calentamiento.

4Aqui se toma como ¢ = 4,187 x 10* erg/g-K
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(Fardis, 2007; Goya, 2008; Gonzales, 2009) [18, 26, 24] Una expresion tedrica general
para determinar el SAR consideraria multiples variables, por lo cual se hace dificil

proponer alguna.

La potencia resultante generada es una funcién de la constante de tiempo
efectiva y los pardmetros de campo, y puede determinarse con la siguiente relacion:
(Rosensweig, 2002) [57]
2w fr

T+ @rf )

P = 7TMOXOHS f
en donde py es la permeabilidad del espacio libre, xo es la susceptibilidad, H, es
el campo aplicado, f es la frecuencia del campo magnético aplicado, y 7 es el
tiempo de relajacién total dado por la ecuaciéon 2.6. En la figura 3.5 se muestra
esquematicamente la relacion entre potencia y didmetro de las nanoparticulas. Para
una frecuencia de 115kHz hay un didmetro alrededor de los 17 nm para el cual la

potencia generada es méaxima y decrece después de éste valor muy rapidamente.
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Figura 3.5: Dependencia de la potencia (ecuacién 3.19) con el didmetro de
nanoparticulas de magnetita con recubrimiento de acido oleico y disueltas en tolueno. Los
valores de campo aplicado y frecuencia fueron 500e y 115kHz, para efectos de hacer el
grafico. Inspirado en (Kalambur, 2005) [43].
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3.2.2. Histéresis

Para las particulas superparamagnéticas se tiene que el calentamiento de éstas
se da por la rotaciéon del momento magnético, es decir, por la relajacion de Néel
principalmente. La relajacion de Brown, por su parte, contribuye al calentamiento
en forma de pérdidas por friccion. Para las particulas monodominio, como no tienen
pared de dominio, el comportamiento de histéresis no se observa. No obstante, para
particulas ferrimagnéticas o ferromagnéticas de multiples dominios, el calentamiento

se origina por pérdidas debidas al movimiento de paredes de dominio.

La aparicién del fenomeno de histéresis en un sistema de particulas magnéticas
suele asociarse al crecimiento de los dominios magnéticos por la reorientacion de los
momentos magnéticos, lo cual es causado por la presencia de un campo magnético
aplicado sobre un sistema. No obstante, en el caso de un sistema de nanoparticulas
magnéticas monodominio lo anterior no ocurre asi. En este caso la magnetizacién
no alcanza el equilibrio en la ventana de tiempo de un experimento porque cada
nanoparticula tiene un tiempo de relajacion relativamente grande comparado con el
tiempo que se requiere para barrer el campo magnético que se aplica al sistema. De
esta manera, el fenémeno de histéresis en un sistema de nanoparticulas magnéticas
monodominio esta relacionado directamente con la dinamica de cada nanoparticula

(Tngel); ¥ 1o con el crecimiento de dominios magnéticos. (Gatteschi, 2006) [21]

Finalmente, para particulas de magnetita las pérdidas maximas por histéresis
pueden esperarse en un monodominio que tenga un didmetro cerca de 30 nm. En
esta tesis, no se han trabajado particulas de dichas dimensiones. (Hergt, 2006) [33]

3.3. Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Los desafios para la obtenciéon de ferrofluidos estables que puedan usarse en
la hipertermia yacen primordialmente en la capacidad de sintetizar nanoparticulas
magnéticas con tamanos muy precisos y en asegurar que éstas se dispersen en una
solucion acuosa. Desde hace por lo menos la mitad del siglo pasado la sintesis de
nanoparticulas superparamagnéticas ha representado un desafio para la ciencia, y
ha derivado en diferentes técnicas para la obtencién de las mismas. En la presente
tesis se empled para la sintesis una técnica quimica en la cual se descompone a

alta temperatura acetilacetonato de hierro, Fe(acac)s, en un solvente organico cuya
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temperatura de ebullicién es de 260°C o 320°C, y se agregan surfactantes, como
lo son el cido oleico (CH3(CHy)CH=CH(CH;);COOH en configuracién cis) y la
oleilamina (CH3(0H2)7:CH(CH2)8NH2)5

Se ha remarcado que en la hipertermia se requiere la suspensién de las nano-
particulas en un medio acuoso, por lo cual una vez que han sido sintetizadas, se
debe modificar su superficie para asegurar que dicha condicién se cumpla. Existen
esencialmente tres procedimientos para efectuar el proceso: en el primero se ligan los
extremos hidrofobicos de la superficie de las nanoparticulas a moléculas cuyos grupos
terminales se asocien de tal forma que los extremos hidrofilicos queden libres para
interactuar con el solvente acuoso, en el segundo se busca que las nanoparticulas
absorban polimeros anfifilicos dentro de ellas, y el tercero se basa en la construccién
de una coraza inorgédnica (usualmente de silica) mediante reacciones de precipitacién
o deposicién de coloides preformados en la superficie de las nanoparticulas que se
desean recubrir. (Shivang, 2009) [59]

El primer método es uno de los mas empleados debido a su simpleza, a pesar de
que presenta ciertas fallas. Por ejemplo, si la nanoparticula no queda perfectamente
recubierta inicialmente, una vez que se quiere modificar su superficie pueden
presentarse alteraciones en los enlaces, las cuales se traducen en pérdida de eficiencia
biolégica del material magnético. Por su parte, el segundo método presenta la ventaja
de aumentar la biocompatibilidad de las nanoparticulas porque promueve el uso de
polimeros originalmente disenados para transporte de medicamentos en el proceso, a
pesar de ser un tipo de encapsulamiento mas complejo que el anterior. Finalmente, el
tercer método requiere un poco mas de elaboracion, pero ofrece ventajas en cuanto
a la biocompatibilidad, la facilidad de bioconjugacion, y la bioestabilidad in vivo.
(Shivang, 2009) [59]

Aqui se han cambiado los solventes organicos por recubrimientos de DEXTRAN,
polietilenimina, polietilenglicol y silica (ver seccién 4.1) y la sustitucién se ha hecho
por el método de intercambio de ligandos, el cual se basa esencialmente en que
las moléculas que estabilizan las particulas en una fase son reemplazadas por otros
ligandos que permiten la transferencia de las mismas a otra fase diferente y le otorgan
estabilidad en dicha fase. Este proceso de sustitucién implica que las nuevas moléculas
deben tener una afinidad lo mas fuerte posible con el recubrimiento con el fin de
reemplazar rapida y efectivamente las moléculas de surfactante originales. (Sperling,

5Para mas detalles acerca del proceso de sintesis de nanoparticulas de magnetita consultar Sun
(Sun, 2002) [65] y Vargas (Vargas, 2005) [68].
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2008) [63]

El tamano de las nanoparticulas se controla mediante el recubrimiento sucesivo
de capas de 6xido de hierro sobre las nanoparticulas sintetizadas previamente. La
produccion de nanoparticulas tiene muchas variables que se deben considerar. Es
importante resaltar que la concentracion de surfactante tiene un efecto importante en
las propiedades de las nanoparticulas, puesto que si dicha concentracion es demasiado
baja se puede producir agregacién y por lo tanto podran recuperarse ninguna o muy
pocas nanoparticulas. Por otra parte, si la concentracion es alta, la interaccién de las
nanoparticulas con el surfactante puede afectar la eficiencia de los recubrimientos, y

por lo tanto las propiedades magnéticas de las particulas. (Llabot, 2008) [49]
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Avanzo, el caos empieza a unos metros.
Si sefiores, un desequilibrio se vuela en la pasada armonia.

Federico Racca (1971 - actual)

Caracterizacion de las
nanoparticulas

4.1. Muestras

Las moléculas ligadas a las nanoparticulas aparte de recubrirlas, evitan que
se presente agregacion de las mismas. En principio, la fuerza repulsiva entre
nanoparticulas vecinas puede deberse a repulsion electrostatica, exclusién estérica
o a alguna capa de hidratacién en la superficie que dificulta la interaccién. (Sperling,
2008) [63] Es asi que la estabilidad de la dispersién de las nanoparticulas del
ferrofluido dependera entonces de las posibles interacciones entre éstas y, mas
influyentes atin, las interacciones entre la solucién y las superficies revestidas. (Piao,
2009) [56]

En realidad las nanoparticulas son objetos mas complejos comparados con
aquellos que la teoria describe puesto que no poseen forma esférica perfecta, no
son totalmente rigidas, y a pesar de estar recubiertas por diferentes surfactantes,
la distribucién de carga superficial es desconocida en la mayor parte de los casos.
(Sperling, 2008) [63] Para la presente tesis se sintetizaron muestras de nanoparticulas
de magnetita recubiertas con acido oleico, DEXTRAN, silica, polietilenimina y
polietilenglicol.
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4.1.1. Acido oleico

El 4cido oleico es un acido graso! monoinsaturado que se encuentra en varias
fuentes animales y vegetales. Es un liquido oleoso e incoloro que al contacto con el

aire se torna de color amarillento, casi café.

S

HOY

Figura 4.1: Estructura molecular del 4cido oleico.

Este acido se obtiene mediante la hidrélisis del éster y es purificado por
destilacion, es decir que por hidrogenacién del acido oleico se obtiene el acido
estedrico (saturado). No es soluble en agua, pero si en benceno, alcohol, tolueno
y otros disolventes de caracter organico. Se solidifica por enfriamiento y es empleado
en la fabricacion de jabones y cosméticos, en la industria textil y en la limpieza de

metales.

4.1.2. DEXTRAN

El DEXTRAN (H(CgH1005)xOH) es un polimero de glucosa hidrosoluble que se
obtiene a partir de la fermentacién bacterial de la sacarosa, caracterizada por su alto
peso molecular, buena solubilidad en agua y baja toxicidad. Posee caracteristicas
fisicoquimicas que lo hacen altamente biocompatible. Esta cadena lineal de unidades
de alfa D glucosa presenta uniones por enlace « 1,6 y ramificaciones que empiezan
en las uniones o 1,4.2

1Un 4cido graso es una molécula orgdnica de naturaleza lipidica formada por una cadena
hidrocarbonada con niimero par de atomos de carbono, en cuyo extremo hay un grupo carboxilo.

2Fl enlace alfa se identifica por la posicién del hidrégeno en el primer carbono de la molécula,
el cual se representa en este caso hacia arriba.
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Se ha demostrado la influencia en el tamano, la estabilidad, y las propiedades
magnéticas de las nanoparticulas por la reduccion de la glucosa terminal del
DEXTRAN. Por otra parte, este polimero también presenta propiedades que
optimizan las interacciones polares con las superficies de 6xido de hierro, a pesar
de que los enlaces de hidrégeno son débiles, al ser muchos la energia de ligadura
puede ser muy alta. (Laurent, 2008) [47]

H(CgH 705 ), OH
--1--0-CH;, 1 !3
0 P
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0 7 0-CH; ) . fﬁl it

wts NG B " Qf}':::& fa
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Figura 4.2: Estructura molecular del DEXTRAN.

4.1.3. Silica

La silica es un polimero inorgdnico conocido también como diéxido de silicio®
(SiO2), muy abundante en la corteza terrestre e insoluble en agua pero soluble en
medios con alto pH. Su papel en el recubrimiento de nanoparticulas magnéticas ha
sido considerablemente documentado (Alcala, 2006; Ohmori, 1993; Zhou, 2005) (2,
54, 74], y se han presentado resultados en los cuales se muestra que este tipo de
revestimientos es bastante bueno para prevenir la agregacion, otorgando estabilidad

a las soluciones a la vez que disminuye su toxicidad.

El recubrimiento de silica presenta dos propiedades importantes: la primera es
que la capa polimérica reduce la interacciéon magnética dipolar con el recubrimiento,
y la segunda es que la silica hace que las nanoparticulas recubiertas tengan carga
negativa por lo cual optimiza la repulsién electrostética. (Laurent, 2008) [47] Es
decir, la silica se emplea como recubrimiento intermediario para la fijacion de otras

moléculas.

3A pesar de que su férmula contiene dos oxigenos, cuando est4 en presencia de otras unidades
de silica, cada atomo de silicio estd rodeado por cuatro oxigenos.
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Figura 4.3: Estructura molecular del diéxido de silicio (silica).

Una ventaja de una superficie enriquecida con silica es la presencia de grupos
silanol terminales que facilmente pueden reaccionar con alcoholes y con agentes
de acoplamiento de silanos para producir dispersiones que no solamente son
estables en medios acuosos, sino que también proveen el anclaje ideal para
interacciones covalentes de ligandos especificos. Estas propiedades hacen de la silica

un recubrimiento que confiere alta estabilidad en grandes fracciones de volumen.
(Gupta, 2005) [29]

4.1.4. PEI (Polietilenimina)

La polietilenimina es un polimero catiénico (policatién) con férmula estructural
(—=CHy—NH-CHy—),, (Gupta, 2004; Lukovkin, 1973) [30, 48] y alta densidad de
carga ionica. Generalmente forma complejos catiénicos que interactian de forma
inespecifica con especies cargadas negativamente. (Tang, 2006; Tang, 2003) [66, 67]
Cada tercer atomo de PEI se encuentra un atomo de nitrégeno con un grupo amino, lo
cual hace que la red polimérica actiie como una esponja de protones en virtualmente
cualquier pH. Por esta razon, este compuesto presenta alta estabilidad sobre un rango
amplio de pH. (Boussif, 1995) [§]

4.1.5. PEG (Polietilenglicol)

El polietilenglicol con férmula quimica HO—CHy;—(CHy;—OCH;,—),,—CH;—OH
es un polimero lineal (poliéter) quimicamente muy estable que resulta de la unién de
subunidades de etilenglicol. Este polimero posee propiedades anfifilicas*, es soluble

4Cualidad quimica de una sustancia que le permite ser simultdneamente hidrofilica y lipofilica.
Las nanoparticulas que son recubiertas con polietilenglicol pueden ser solubles en un ntdmero
importante de solventes con polaridad intermedia, ademés de ser muy estables en soluciones acuosas
y soluciones salinas fisioldgicas.
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Figura 4.4: Estructura molecular de la polietilenimina.

en solventes polares y apolares asi como también en agua en donde esta altamente

hidratado, y forma anillos desordenados con diametros mucho mas grandes que las

proteinas de peso molecular comparable. (Sperling, 2008) [63]
HO—-CHy—(CHy;—OCH3—),—CHy;—OH

Figura 4.5: Estructura molecular del polietilenglicol.

En la literatura se encuentra ampliamente documentado (Gref, 2000) [27] que
recubrir las nanoparticulas con polietilenglicol previene que éstas sean opsonizadas,
lo cual optimiza la biocompatibilidad e incrementa el tiempo de circulaciéon de las
nanoparticulas en el organismo. El polietilenglicol en la superficie actia repeliendo
otras moléculas por efectos estéricos, lo cual da como resultado superficies menos
pegajosas.

Se emple6 PEG-400 ultrapuro, el cual es altamente hidrofilico y modifica ademas
el diametro de las nanoparticulas. Este polimero se uso para preparar muestras que
fueron inyectadas a una poblacion de ratones con tumores inducidos para analizar la
captacion de las mismas. En la tesis se menciona solamente la caracteristica general
del recubrimiento, puesto que los resultados de dicho experimento ain se encuentran
bajo estudio. Finalmente, en la tabla 4.1 se relacionan las muestras cuyos analisis se
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presentan en las siguientes secciones.

Muestra | Recubrimiento
1 Acido oleico
2 DEXTRAN
3 Silica
4 PEI

Tabla 4.1: Muestras de nanoparticulas de magnetita estudiadas.

4.2. Resultados

En esta seccién se presentaran resultados de la caracterizacion de las muestras
de las nanoparticulas de magnetita relacionadas en la tabla 4.1.

4.2.1. Microscopio Electrénico de Transmisién (TEM)

Quiza la caracteristica mas fundamental de las nanoparticulas mas alld de su
composicion sea su tamano, el cual incluye no solamente la parte magnética de la
nanoparticula, sino también la capa formada por el surfactante. Esta disposicion da
origen a un tamano hidrodinamico caracterizado esencialmente por la velocidad de
difusién de la particula en el solvente. Una manera de determinar el tamano de la
particula se basa en el andlisis de imagenes obtenidas con el microscopio electrénico
de transmisién o TEM. Con esta técnica se obtiene informacién tanto del tamano

total de la coraza de las particulas como de su forma.

El TEM es una herramienta poderosa para estudiar la morfologia de sistemas en
donde se manejan escalas nanométricas. Esencialmente, en esta técnica un haz de
electrones acelerado con cierto potencial y conformado con lentes magnéticas se hace
incidir en la muestra, y una vez que los electrones pasan a través de ella, se obtiene
una imagen que contiene informacion estructural de la misma. Usualmente la imagen
estd asociada a la intensidad (corriente) del haz de electrones que son transmitidos
a través de la muestra. Esto implica también que el espesor de la muestra debe ser
lo suficientemente pequeno para permitir el paso de los electrones. Por su parte, el
contraste electronico esta asociado a los mecanismos de interaccion de los electrones

con el material de la muestra. (Curiale, 2008) [15]
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Para hacer la caracterizacién morfolégica de las nanoparticulas se empled un
microscopio Philips CM 200 UT operado en modo convencional y de alta resolucion.

Las muestras fueron preparadas remojando rejillas de cobre con cubierta de
carbon ultradelgadas en cada una de las soluciones. Se emplearon rejillas de soporte
con agujeros de 400 mesh y una capa de carbén. En las figuras 4.6 y 4.8 se muestran

las imégenes obtenidas con el TEM para las muestras estudiadas.

La muestra de las nanoparticulas recubiertas con &acido oleico se dispersé en
tolueno, y puede verse en las imagenes correspondientes que no se presentan
agregados de nanoparticulas. En el caso de la muestra con DEXTRAN se observa
que las particulas tienden a permanecer aisladas dentro de un recubrimiento que
retine a varias de ellas. Para la muestra con PEI se tiene una dispersiéon mayor que
en el caso de DEXTRAN, aunque no tan distribuida como en el caso de la muestra
con acido oleico. Por su parte, la morfologia de la superficie en el caso de la muestra
de silica no es facilmente observable a partir de las imagenes obtenidas. Esto puede
deberse a algin fallo en la funcionalizacion de la superficie.

Sobre las imégenes obtenidas se realizé una estadistica para determinar el tamano
(didmetro) de las nanoparticulas en cada caso. En la figura 4.7 se presentan los
histogramas obtenidos para los tamanos de las nanoparticulas recubiertas con acido
oleico (fig. 4.7(a)), DEXTRAN (fig. 4.7(b)) y PEI (fig. 4.7(c)) a partir del andlisis
de las fotografias obtenidas en el microscopio electrénico de transmisién.

En el caso de las nanoparticulas recubiertas con silica, como puede observarse de
las imagenes mostradas en la figura 4.8, la informaciéon que puede extraerse de las

fotografias no es suficiente para obtener un histograma confiable.

Recubrimiento | Didmetro medio (nm) | o
Acido oleico 13.6 0.1
DEXTRAN 13.8 0.2

PEI 12.7 0.1

Tabla 4.2: Diametro medio de las nanoparticulas recubiertas determinado mediante
ajustes tipo log-normal de las distribuciones de tamanos determinadas en la figura 4.7. El

valor de o corresponde al del ajuste log-normal.

Sobre los histogramas se realizd un ajuste con una distribucién tipo log-normal,
dando como resultado un valor medio del tamano de las nanoparticulas para cada
muestra, como se relaciona en la tabla 4.2.
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(c¢) PEI (Polietilenimina)

Figura 4.6: Mediciones TEM de nanoparticulas de magnetita recubiertas con los
surfactantes indicados.
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Figura 4.7: Ajuste tipo log-normal de la distribucién de tamanos obtenida mediante

TEM y mostrada en los recuadros, para nanoparticulas de magnetita recubiertas con los

surfactantes indicados.
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Figura 4.8: Mediciones TEM de nanoparticulas de magnetita recubiertas con silica.

4.2.2. Volumen hidrodinamico

El mecanismo de relajacion de Brown tiene en cuenta entre sus variables el
volumen hidrodinamico, el cual depende de el recubrimiento de la nanoparticula,
el solvente en el cual se suspende, y usualmente es mayor que el volumen magnético
de las particulas magnéticas. (Mornet, 2004) [52] Es posible estimar este volumen
hidrodindmico Vy de las nanoparticulas utilizando el modelo aceptado de Rosensweig
(Rosensweig, 2002) [57] para éste caso, dado por:

Vi = (1 + g) Vi (4.1)

en donde ¢ es el espesor de la capa de surfactante de la nanoparticula, r es su radio
magnético y V,,, es el volumen magnético de la misma.

Empleando los resultados obtenidos por TEM se determiné el valor de ¢ para
las muestras y se calculé tedricamente el valor del volumen hidrodinamico de las
particulas con los recubrimientos. En la tabla 4.3 se muestran los resultados de
este cdlculo. En los casos reportados, a saber, acido oleico, DEXTRAN y PEI,
el didmetro hidrodinamico es 1.2, 1.9 y 1.6 veces mas grande que el diametro
magnético respectivamente, lo cual estd en concordancia con el concepto de
capa magnéticamente débil que se evaluarda en la seccion 4.2.4 y ademaéas es una
respuesta esperada puesto que los surfactantes determinan el tamano final de las

nanoparticulas.

Retomando la figura 3.5 considerando parametros propios de nuestro experimento
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Muestra ding (nm) o | dpig (nm) Concentracion
Acido Oleico 13.6 0.1 16.4 1 wt % en tolueno
DEXTRAN 13.8 0.2 26.6 1 wt % en agua destilada

Silica — — — 1 wt % en agua destilada
PEI 12.7 0.1 20.1 1 wt % en agua destilada

Tabla 4.3: Pardmetros fisicos de las muestras estudiadas: didmetro interno, didmetro

hidrodinamico, concentraciéon de las muestras en el liquido dispersante.

y con los resultados del volumen hidrodinamico relacionados aqui resulta el

comportamiento de la potencia mostrado en la figura 4.9.
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Figura 4.9: Valor medio de los volimenes hidrodindmicos para las muestras de &cido
oleico, DEXTRAN y PEI en la curva de potencia en funcién de didmetro. Los valores de
campo aplicado y frecuencia fueron 1120e y 115kHz, los usados en el experimento.
Inspirado en (Kalambur, 2005) [43].

Podemos ver que el tamano medio de las nanoparticulas de magnetita de cada
una de las tres muestras se ubica en una parte de la curva de potencia, con lo cual
esperamos para las condiciones experimentales dadas que el calentamiento que se
obtenga tenga relacién con la influencia de los respectivos volimenes hidrodinamicos.
Es decir, la muestra correspondiente al recubrimiento de acido oleico mostrara mayor
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eficiencia en el proceso, mientras que la de DEXTRAN mostrara la menor eficiencia.
Los resultados de la determinacién del indice de absorcién especifico estan en

concordancia con la anterior afirmacién (ver seccién 4.2.5).

Finalmente este comportamiento provee informacion acerca de cémo la relacion
entre volumen hidrodindmico y volumen magnético de las nanoparticulas actiia sobre
los mecanismos de relajacién. Por transicion ilustra su influencia sobre el proceso de
calentamiento y no solamente sobre las propiedades magnéticas que se detallan a

continuacion para cada una de las muestras.

4.2.3. Magnetizacion

Para las mediciones de magnetizacién se empleé un magnetémetro de muestra
vibrante VSM LakeShore modelo 7307 ubicado en el Laboratorio de Resonancias
Magnéticas del Centro Atémico Bariloche, y un magnetémetro tipo SQUID marca
Quantum Design modelo MPMS2, también disponible en el CAB.

Dependencia con la temperatura

Se efectuaron mediciones de magnetizacion en funciéon de temperatura con un
campo aplicado H = 10 Oe para la muestra con acido oleico, H = 20 Oe para la
muestra con DEXTRAN, y H = 50 Oe para la de silica y polietilenimina. En la
figura 4.10 se presentan las curvas de magnetizacién en los modos FC y ZFC para
las cuatro muestras. Cada una de las muestras presenta un valor maximo en la curva
de ZFC, relacionado con el valor de la temperatura de bloqueo T'5.° Este valor, junto
al de la temperatura de irreversibilidad dada por la separacion de las curvas ZFC y
FC se relacionan en la tabla 4.4.

En las curvas ZFC se observa un valor inicial de magnetizaciéon en 10 K para
acido oleico (fig. 4.10(a)), en 10 K para DEXTRAN (fig. 4.10(b)), en 4.6 K para PEI
(fig. 4.10(d)) y 5 K para silica (fig. 4.10(c)). Esto se debe probablemente a alguna
magnetizaciéon remanente en las muestras porque éstas podian no estar totalmente

demagnetizadas antes de la medicion.

SNétese que el maximo de la curva de magnetizacién ZFC, T),.., estéd relacionado con la
distribucién de tamanos f, (V) (ver seccién 3.1.2).
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Recubrimiento | Trer (K) | Tipr (K)
Acido oleico | 111.11 | 300.03
DEXTRAN 238.32 273.66

PEI 105.01 300
Silica, 50.42 65

Tabla 4.4: Valores de las temperaturas T,,.; dadas por el valor maximo de la curva
ZFC, y de las temperaturas de irreversibilidad dadas por la separacién de las curvas ZFC
y FC a partir de los resultados mostradas en la figura 4.10.
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Figura 4.10: Curvas de magnetizacion vs. temperatura para muestras de magnetita
recubiertas con acido oleico, DEXTRAN, silica y PEI. Las mediciones se hicieron en el
SQUID para las dos primeras muestras con un campo aplicado de 10 Oe y 20 Oe
respectivamente. Para las otras dos muestras, las mediciones fueron realizadas en el VSM
con un campo aplicado de 50 Oe.

Por debajo de T,,.. el comportamiento de las nanoparticulas de magnetita no es
el mismo en todos los recubrimientos. No obstante, en todas las muestras la curva
de magnetizacion FC aumenta al disminuir la temperatura, una respuesta tipica
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de sistemas no interactuantes, es decir, que no presentan interacciones dipolares,
sugiriendo que éstas se reducen ampliamente debido a que el surfactante en cada
caso mantiene las particulas separadas (ver seccién 4.2.1). De todas maneras, el
hecho de que FC y ZFC se agrupen por encima de T;.. sugiere que hay algunos
agregados presentes. (Guardia, 2007) [28]

La magnetita presenta una transicién de estructura cibica a ortorrémbica
alrededor de los 118 K, conocida como transicién de Verwey. Por encima de esta
temperatura el Fe?* y el Fe?t estdn distribuidos al azar en sitios octaédricos
facilitando la conduccion electronica. Notese que en los resultados de magnetizacion
en funcién de la temperatura puede apreciarse cierta reduccién de intensidad de la
magnetizacion alrededor de los 120 K, lo cual puede atribuirse a la transicion de
Verwey. (Jeppson, 2006) [40]

Sabiendo que la temperatura de bloqueo puede determinarse con la expresion 2.4

COIMo:

K,V
~ 25kp
es posible estimar la constante de anisotropia de la distribucion de nanoparticulas

B (4.2)

de cada muestra. (Hou, 2003) [38] En el caso de la muestra de magnetita con
recubrimiento de silica, el calculo no se presenta puesto que se carece de informacién
a partir del TEM para calcular el volumen de las nanoparticulas. Los resultados de
este calculo se relacionan en la tabla 4.5.

Recubrimiento | K, (erg/cm?)
Acido oleico | 5.940,4x10°
DEXTRAN 2.940,2x10°

PEI 3.44+0,2x10°

Silica -

Tabla 4.5: Estimacion de la constante de anisotropia de las muestras trabajadas a partir
de las temperaturas de bloqueo T’z relacionadas en la tabla 4.4.

En la figura 4.11 se muestra el comportamiento de la magnetizacién ZFC invertida
en funcién de la temperatura para la muestra de silica con un ajuste sobre el segmento
lineal en la ultima parte de la curva. En esta curva el ajuste arroja un valor positivo
de la pendiente con intercepcion en 6 ~ 0 K, es decir, un comportamiento que
responde a una ley de Curie (ec. 3.5). Nétese que el comportamiento de las curvas
de magnetizacion FC y ZFC en el caso de los recubrimientos de acido oleico y PEI
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presentan irreversibilidad (figura 4.10). Por esta razén no se analizan bajo una ley
de Curie, puesto que la curva de magnetizacién invertida debe tener susperpuesta
alguna otra originada por la respuesta de particulas mas grandes o por interacciones

que generan dicha irreversibilidad.
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Figura 4.11: Curva de la magnetizaciéon ZFC invertida vs. T para la muestra de
nanoparticulas de magnetita recubiertas con silica, basada en los resultados presentados
en la figura 4.10, el cual se reproduce en el recuadro.

Una suposicion que se habia hecho con anterioridad era que se asumian sistemas
de nanoparticulas no interactuantes, pero desde el punto de vista fisico los resultados
de este andlisis sugieren que esta consideracion no es del todo cierta. Esto podria
ser consecuencia de una alta concentraciéon de material magnético, pero més alla de
esta aseveracion, el resultado estd en concordancia con lo que se obtuvo en la seccién

4.2.1, en donde se mostraron los resultados del analisis por TEM de las muestras.

En el caso de éacido oleico las nanoparticulas estdn dispersas y no presentan
aglomerados (fig. 4.6(a)). En el caso de DEXTRAN las particulas estan recubiertas
por una capa externa de surfactante, aunque cada una de ellas no se encuentra
aglomerada. En el caso de PEI (fig. 4.6(c)) las nanoparticulas se encuentran muy
proximas entre si, aunque no se observa que compartan un recubrimiento externo

comun a més de una de ellas. En el caso de la silica (fig. 4.8(a)), se observa que las
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Figura 4.12: Curvas de —d(Mpc — Mzpc)/dT vs. temperatura para muestras de
magnetita recubiertas con acido oleico, DEXTRAN, silica y PEI, basadas en los
resultados presentados en la figura 4.10. Las flechas senialan el maximo de la curva.

nanoparticulas se encuentran dentro de una matriz que las coacciona a no mantener

una dispersion estable.

Por otra parte, la figura 4.12 muestra la curva de —d(Mpc — Mzpc)/dT vs.
temperatura, la cual da informacién acerca del perfil de la distribucién de energias
de barrera, que es proporcional a los tamanos de las nanoparticulas en la muestra.
Este andlisis a partir de las curvas de magnetizacion da resultados complementarios
a los obtenidos por TEM acerca de la morfologia de las nanoparticulas.
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Dependencia con el campo aplicado

El comportamiento de la magnetizacién M en funcién del campo H para las
muestras de dcido oleico, DEXTRAN y PEI se presenta en la figura 4.13(a). Estas
mediciones se hicieron a temperatura ambiente (T,,,, = 300K). A partir de estas
graficas se determina la magnetizacion de saturacion Mg con la pendiente de cada
curva a alto campo. Los resultados se relacionan en la tabla 4.6.

Recubrimiento | Mg (emu/g)
Acido oleico 2847
DEXTRAN 40+5

PEI 1145

Tabla 4.6: Valores de la magnetizacion de saturacion Mg, obtenidas a partir de la

curvas no normalizadas mostradas en la figura 4.13(a).

Se ha mencionado que muchas de las caracteristicas propias de las nanoparticulas
dependen directamente del recubrimiento que éstas tienen. A partir de los resultados
de la figura 4.13(a) se construyé la grafica de M/Mg en funcién de H/T (figura
4.13(b)), comportamiento que segun se establecié con anterioridad (ver seccién
3.1.1) puede ser descrito por una funcién de Langevin (ecuacién 3.3) bajo ciertas

condiciones.

A partir de los resultados de la figura 4.13(b) se observa que para las muestras
con recubrimientos de acido oleico, DEXTRAN y PEI, la magnetizacion de las
nanoparticulas puede modelarse a través de una funcién de Langevin, tal como se
describi6 en la seccién 3.1.1.

No obstante, en el caso de las nanoparticulas recubiertas con silica, se observa
un cambio sustancial en el comportamiento de la curva de M /Mg vs. H/T, lo cual
induce a proponer un modelo que ademés del comportamiento que puede describirse
mediante una curva de Langevin, contenga un pardmetro lineal con el campo, a
saber,

kT

en donde L(z) es la funcién de Langevin con los argumentos usuales, y yH es

M(H,T) =L <ﬂ> +yH (4.3)

una contribucién lineal propia de algin agregado paramagnético. A continuaciéon
se introducird el concepto de capa magnéticamente débil, con el fin de enfatizar la
importancia de dicha contribucién lineal.
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Figura 4.13: (a) Curva de magnetizacién sin normalizar en funcién de campo para todas
las muestras de nanoparticulas de magnetita. (b) Curva de M /Mg vs. H/T para todas

las muestras. Mediciones realizadas a temperatura de 300 K.

4.2.4. Capa magnéticamente débil

Una vez que los resultados obtenidos de la magnetizacién de saturacion de
las nanoparticulas magnéticas monodominio para cada uno de los recubrimientos
son comparados, es evidente que surgen alteraciones que podrian deberse a la
presencia no sélo de defectos cristalinos, sino también de vacancias de oxigeno en
las ramificaciones de cada uno de los revestimientos, puesto que en forma general la
proporcién de un grano que forma parte de su superficie depende entre otras cosas
del tipo de compuesto y el método de sintesis. (Curiale, 2008) [15]

Para determinar el espesor de la capa que es superficie se considera que en el
interior la magnetita alcanza para la magnetizacion el valor de saturacién Mg, y
la capa externa permanece en un estado magnéticamente desordenado, lo cual hace
que la magnetizacién de dicho sector sea practicamente nula. En la figura 4.14 se
presenta un esquema de esta disposicién. Bajo estas condiciones, el volumen total
del grano magnético de diametro d es:

4 dA\° =«
Vi=-7(=) ==d° 4.4
a 3w(2) " (4.4)

Por su parte, el volumen que aporta al valor de la magnetizacion estara dado por:

e () )
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en donde r es el radio de la nanoparticula magnética. De lo anterior se tiene:

(1) o

Ahora, considerando que la magnetizacién total Mp es la aportada por el grano

completo, y la de saturacion es aportada por el interior de la nanoparticula, se tiene

que la expresion 4.6 puede reescribirse como:

3 MT
t=r (1 - MS) (47)

\_/ Nanoparticula

Capa magnéticamente
débil

Figura 4.14: Esquema de la capa magnéticamente débil de una nanoparticula.

Consideremos que la superficie de la nanoparticula tiene un espesor equivalente
a un parametro de red a, que para la magnetita es de 8,3970 A. Considerando un
tamano medio de las particulas de magnetita de 13 nm, el volumen completo de
la nanoparticula serfa de aproximadamente 1150 nm?, y el de la capa superficial
corresponderia a 760 nm?, es decir, el volumen de la capa superficial serfa ~34 % del
volumen total. De esta manera, las nanoparticulas recubiertas con silica deberian
tener el menor tamano de grano de magnetita, lo cual se sigue y sustenta del
tratamiento de las mediciones de Mpe v Mzpe mostradas en la figura 4.12.

Retomando los resultados obtenidos en la figura 4.13, y considerando el modelo
propuesto para las nanoparticulas recubiertas con silica dado por la expresion 4.3, se
obtiene el comportamiento mostrado en la figura 4.15(a). De la curvatura, ampliada
en la figura 4.15(b) se concluye que el valor del momento magnético, a pesar de
tratarse de las mismas nanoparticulas, en el caso de la silica es mucho menor. Esto
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estd en concordancia con lo visto anteriormente acerca de la capa magnéticamente
débil.

Podemos decir entonces que el orden magnético de la nanoparticula se ve alterado
cuando se recubre con silica, lo cual sugiere que el recubrimiento no es el mejor para
optimizar las propiedades magnéticas de las muestras, o bien, que para emplear este
recubrimiento seria mucho més favorable que el tamano de las nanoparticulas fuera
mayor, afirmacion que no es concluyente acerca de ningiin punto de vista biolégico,

sino puramente fisico.
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Figura 4.15: (a) Curva de M /Mg vs. H/T para todas las muestras, con la correccién
lineal correspondiente para la muestra revestida con silica. (Grafica modificada de la
figura 4.13). (b) Detalle de la curva para enfatizar el comportamiento de las

nanoparticulas con silica.

En la figura 4.16 se muestran ciclos de histéresis medidos a temperatura de 5 K
para tres de las cuatro muestras de nanoparticulas de magnetita que se han estudiado,
las cuales no muestran histéresis segin la curva M (H) medida a 300 K (fig. 4.13).
Esto es caracteristico de las muestras siendo superparamagnéticas a temperatura
ambiente y entrando a un estado bloqueado a baja temperatura, lo cual resulta en

la abertura del ciclo.

En otras palabras, la presencia de histéresis en la magnetizacion se observa hasta
la temperatura de irreversibilidad 7;,, relacionada en la tabla 4.4, la cual se obtuvo
analizando las curvas de magnetizacién en funcién de la temperatura en modos FC
y ZFC. De los ciclos de histéresis presentados, se puede determinar el valor de la
magnetizacion remanente M,.. Estos resultados se muestran en la tabla 4.7.
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Recubrimiento | M, (emu/g) | M, /Mg | Hc (Oe)
Acido oleico | 2.8+04 0.33 | 308£15
DEXTRAN 17.640,3 0.44 290+14

PEI 7.240,2 0.63 314416

Tabla 4.7: Valores de la magnetizacién de remanencia M, y el campo coercitivo H¢o a

partir de los datos de los ciclos de histéresis medidos a 5 K presentados en la figura 4.16.
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Figura 4.16: Ciclos de histéresis medidos a temperatura de 5 K para las muestras de

acido oleico, DEXTRAN y PEI

La proporcién de particulas bloqueadas se puede estimar de la relacién M, /Msg,

que también se muestra en la tabla 4.7. (Vasquez, 2004) [70] El valor teérico para

particulas no interactuantes y con anisotropia uniaxial para este factor es menor que

0.5Ms. Esto sugiere que con la temperatura de 5 K una proporcion considerable

de particulas permanece en régimen superparamagnético. (Vasquez, 2004) [70] Para
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acido oleico M, /Mg = 0,33, es decir, se estima que el 33% de las particulas se
encuentran bloqueadas. En el caso del DEXTRAN este porcentaje es de 44 %, y
para el PEI, 63 %.

El campo coercitivo He de las muestras, que para la magnetita bulk se encuentra
entre 175 Oe y 210 Oe, también se muestra en la tabla 4.7. La coercitividad de
un material en la forma de finas particulas es méas grande que la del material en
bulk, y mas grande para particulas elongadas que para particulas esféricas. (Brown,
1962) [10]

A partir de las constantes de anisotropia calculadas (tabla 4.5), se encuentra que
el campo de anisotropia dado por H, = 2K,/Mg, seria aproximadamente 8 kOe para
la muestra de acido oleico, 3 kOe para la de DEXTRAN, y 12 kOe para PEI. Esta
estimacion tedrica es mayor que el resultado experimental. Tal cambio en el campo
de anisotropia es un comportamiento que se puede explicar a partir de variaciones
del orden magnético interno de las nanoparticulas con el tamano, las cuales influyen
en su anisotropia de forma. Este trabajo no pretende el estudio de este fenémeno.

4.2.5. Specific Absorption Rate (SAR)

Modelar la generacion de calor en los tejidos no es un asunto sencillo. Inicialmente
se debe considerar que las nanoparticulas son polidispersas, por lo cual la potencia

generada no es uniforme en todas las muestras.

Por otra parte, la medicién de la temperatura se efectia a escala global, es decir,
no se conoce con exactitud la variacion de la temperatura a escala nanométrica,
y es ain un tema de constante investigacion. También debe tenerse en cuenta que
el organismo estd en constante adaptacion, asi que la presencia de flujo sanguineo
afecta el desempenio de las nanoparticulas magnéticas como fuentes de calor, y no
se tiene un modelo preciso para explicar el proceso. Finalmente, la respuesta de las

propiedades biofisicas varia fuertemente con el ambiente in vivo en donde se lleve a
cabo el estudio. (Kalambur, 2005) [43]

Las nanoparticulas de magnetita pueden encontrarse superparamagnéticas o blo-
queadas a temperatura ambiente dependiendo de su tamano. (Rosensweig, 2002) [57]
Se ha evaluado un didmetro critico para las nanoparticulas de magnetita de 18.7 nm
tomando una constante de anisotropia de 3 x 10° erg/cm?® (30 kJ/m?). (Atsumi,
2007) [3] Considerando el rango de frecuencia que se emplea para calentar las

66



Capitulo 4. Caracterizacién de las nanoparticulas M. L. Mojica

nanoparticulas y el campo magnético que se aplica, se ha dicho que la disipacién
de potencia depende de la susceptibilidad magnética de la particulas (ec. 3.19), que
a su vez es funcién del diametro de la nanoparticula. En esta seccion se presentaran
los resultados obtenidos para el calentamiento de las muestras relacionadas en la
tabla 4.1.

Figura 4.17: Detalle del termémetro de alcohol empleado para las mediciones de

temperatura.
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Figura 4.18: Mediciones de temperatura en funcién del tiempo para nanoparticulas de

magnetita recubiertas con acido oleico. Pruebas iniciales.

Para hacer las mediciones del calentamiento de las nanoparticulas se empled un
termémetro de alcohol, el cual se colocaba dentro de un termo pequeno que a su
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vez se ubicaba en medio de dos bobinas que pertenecen a un circuito que genera
un campo AC con frecuencia de 115 kHz. Se hacia una grabacion de la escala del
termometro, la cual posteriormente se procesaba para obtener las curvas respectivas.

Un detalle de estas grabaciones se muestra en la figura 4.17.

Se hicieron pruebas preliminares para registrar la efectividad del calentamiento
de las mismas con el circuito. De estos experimentos iniciales se muestra un resultado
en la figura 4.18. Aqui se tomé 1 ml de solucién con nanoparticulas de magnetita
recubiertas con dcido oleico en tolueno al 1 % w/w y se calenté durante 200 segundos.
Como puede verse, la temperatura incrementé 2.5 grados.

Una vez que se determiné que el circuito efectivamente producia condiciones para
tener calentamiento mensurable de la temperatura de las nanoparticulas, se coloco en
el termo 1 ml de solucién de cada muestra por vez, con concentraciones de 0.5 wt %
para las muestras con recubrimientos de DEXTRAN vy silica, y de 1 wt % para las
de acido oleico y PEI. En la figura 4.19 se muestran los resultados de la medicion de
temperatura en funcion de tiempo para todas las muestras.
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Figura 4.19: Mediciones de temperatura en funcién del tiempo para nanoparticulas de
magnetita recubiertas con acido oleico, DEXTRAN, silica y PEI.

Se realizo6 sobre los resultados de la figura 4.19 un ajuste lineal en cada caso, con
el fin de determinar la pendiente de cada curva y asi obtener la tasa de absorcién
especifica SAR de cada muestra. En la tabla 4.8 se presentan los resultados del valor
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de SAR para todas las muestras calculado con la ecuacién 3.18. Se relacionan en las
columnas la masa de la muestra m,, estra, 12 masa de las nanoparticulas que contiene
la muestra m,,,, y el factor SAR calculado con los valores de los ajustes lineales
correspondientes.®

Muestra | Mpuestra (8) | My (8) | SAR (W/g)
Acido Oleico | 0.878+0.001 | 0.011+0.001 7.24+0.3
DEXTRAN | 1.66740.001 | 0.0114+0.001 0.14£0.2

Silica 1.002+0.001 | 0.002+0.001 -4.0£0.3
PEI 1.014+0.001 | 0.014+0.001 0.440.3

Tabla 4.8: Determinacion del valor del SAR para todas las muestras a partir de las
mediciones presentadas en 4.19.

Para la muestra de silica el valor de SAR que obtuvimos arroja un resultado
negativo, lo cual es consecuencia de que las nanoparticulas recubiertas en silica
cuando estan en la suspension tienden a irse al fondo del termo, ocasionando que
la medicién no provea informacién correcta. Otro factor que puede influir en este
comportamiento no esperado del calentamiento es el hecho de que las nanoparticulas
no estan suspendidas de forma individual, sino que estan ligadas a la matriz de silica,
lo cual les impide rotar por el mecanismo de Brown. Este caracter de adhesion se

presenta en los resultados obtenidos en el TEM mostrados en la figura 4.8.

En los casos de DEXTRAN y PEI, si bien determinamos valores positivos del
SAR, observamos también baja eficiencia en el calentamiento. Esencialmente esto es
producto de las variaciones en dos factores: el primero es el volumen hidrodinamico de
las nanoparticulas que cambia dependiendo del surfactante, y el segundo corresponde
a la viscosidad que es una propiedad particular del medio liquido. Estos dos factores
influyen en el tiempo de relajacién de Brown (ver seccién 2.4.2), por lo cual alteran
también el tiempo de relajacién total.

A partir del comportamiento de los tiempos de relajacién en funcion del didmetro
de las nanoparticulas (fig. 2.5) y considerando el comportamiento de la potencia

disipada para el caso de las nanoparticulas recubiertas con acido oleico mostrado

5En esta tesis se aplica sobre todas las muestras el mismo campo aplicado, con la misma la
frecuencia, no obstante, se hace hincapié en la importancia de ser cuidadoso para comparar los
resultados obtenidos del SAR, porque dependen fuertemente de estos dos factores. (Drake, 2007) [17]
Recuérdese la dependencia de la potencia generada mostrada en la figura 3.5.
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en la figura 3.5 para la frecuencia de 115 kHz, tenemos que los volimenes de las
nanoparticulas en nuestras muestras de DEXTRAN y PEI son mayores que en el
caso de acido oleico, y por tanto se ubican fuera del méximo del SAR, donde la

eficiencia del método cae rapidamente para dicha frecuencia (ver figura 4.9).

De los resultados presentados podemos ver que la muestra que mas se calienta
es la que tiene el recubrimiento de acido oleico, muestra que también es aquella
que contiene nanoparticulas superparamagnéticas cuya temperatura de bloqueo es
aproximadamente la temperatura ambiente, segin los resultados de la magnetizacién

medida en el VSM presentados en las secciones precedentes.”

Observamos que el calentamiento de las nanoparticulas recubiertas con &acido
oleico es posible, pero de esta afirmacion se deriva una implicaciéon sobre los demés
recubrimientos, y es que es necesario proponer un reajuste de los parametros
dominantes del mecanismo. Estos serfan el volumen magnético de las particulas,

el volumen hidrodinamico y la frecuencia para cada caso particular.

En otras palabras, en el caso de los recubrimientos de DEXTRAN y PEI seria
recomendable disminuir el volumen magnético de la nanoparticula lo cual a su vez
reduciria el volumen hidrodinamico, optimizando simultdneamente la relaciéon entre
los tiempos de relajacion. Recordemos que la variacion de los pardametros debe hacerse
en forma controlada sin descuidar el equilibrio de todos los involucrados, porque una
mala compensacién de alguno de éstos puede derivar en la generacién de dificultades
en algun otro. Hay otra alternativa para mejorar el calentamiento cambiando la
frecuencia del campo magnético aplicado para obtener el méaximo rendimiento. Esta
no es tan recomendable por la dificultad experimental que ofrece, pero ain asi es

viable.

Las revisiones indicadas para mejorar la respuesta de las nanoparticulas a la
relajacion de Brown resultan imprescindibles para plantear protocolos de aplicacién
en los sistemas in vivo. Cabe anotar que en esta discusién nos referimos a sistemas in
vivo genéricos, porque no hemos hecho énfasis sobre la diferencia que se presenta a
nivel tisular, en donde el proceso de calentamiento puede variar también por factores
biolégicos propios de cada tejido.

Finalmente, los resultados que se obtienen por las distintas técnicas dependen

"Para nanoparticulas con esta condicién sobre su temperatura de bloqueo se ha propuesto que
generan més calor que las particulas ferromagnéticas que se someten a un campo magnético alterno
de més frecuencia. (Atsumi, 2007) [3]
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del tiempo de medicion del sistema 7,,, que es mas grande a 115 kHz. Es decir,
una nanoparticula que presente Tg ~ 80 K en VSM, en la bobina del circuito
tendra T ~ 180 K. Es fundamental para entender el proceso, puesto que un material
superparamagnético puede estar bloqueado en condiciones distintas de trabajo. Esto
admite cierto comportamiento que debe analizarse a la luz del modelo, que no es
exacto pero reproduce resultados logicos.
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Haemoglobin is the key
to a healthy heart beat...

Brian Molko (1972 - actual)

Cuantificacion de la cantidad de
nanoparticulas en tejidos

biolégicos

5.1. Cuantificacion de nanoparticulas

A lo largo de esta tesis se ha mencionado la importancia en el tratamiento
de tumores por hipertermia de determinar la cantidad de material magnético que
debe darse al paciente para generar la respuesta deseada. Esta determinacién de
la cantidad de material magnético en el organismo no es un procedimiento simple,
puesto que se trata de un sistema dindamico en constante adaptacién y con gran
dependencia del entorno. (Glockl, 2006) [23]

Es conocido que la hemoglobina presente en los eritrocitos tiene una suscep-
tibiblidad magnética no nula, y el efecto del campo en éstas células ha sido
ampliamente estudiado en el contexto de flujos biolégicos. Bajo la aplicacion de
campos suficientemente grandes, la sangre se magnetiza de forma paramagnética
o diamagnética dependiendo de su oxigenacion. (Williams, 2008) [73] Dicha
dependencia influye en que una determinacion precisa del material magnético pueda
verse seriamente afectada. Tales razones nos han llevado a proponer un método
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de cuantificacién de nanoparticulas a través de la determinacién de la cantidad de
éstas por mediciones de magnetizacién. Cabe senalar que en la literatura, hasta la
fecha, no se reporta un método similar para hacer la cuantificaciéon de cantidad de

nanoparticulas magnéticas monodominio para su uso en hipertermia.

Para verificar la capacidad de realizar la cuantificacién se realizé un experimento
de deteccion de la cantidad de nanoparticulas en tejido muscular, con tal cantidad
conocida previamente. Nétese que un procedimiento con dichas caracteristicas es
un mecanismo piloto para la elaboracion de protocolos que indiquen cantidades de

material magnético para los diferentes tratamientos por hipertermia.

Figura 5.1: Muestras de carne para determinacién de la cantidad de material magnético
a través de la medicién de magnetizacion versus campo. La muestra 1 no contiene
material magnético, mientras que la 2 y la 3 contienen nanoparticulas extraidas de

soluciones con distintas concentraciones. Dentro del portamuestras, la muestra del liquido

con mayor concentracion. No se muestra la correspondiente al liquido con menor

concentracién.

Para efectuar las mediciones se tomaron tres muestras de tejido muscular (carne
vacuna), todas mostradas en la figura 5.1. De éstas, la nimero 1 se midié sin material
magnético agregado. Se usé una solucion de nanoparticulas de magnetita recubiertas
con DEXTRAN (seccién 4.1.2), con concentracién de 0.56 %wt!, de la cual se
agrego una gota a la muestra 3, y se prepard una dilucién de 0.5 ml de ésta misma

IReferido a la cantidad de nanoparticulas por cantidad de suspensién.
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en 1 ml de agua para agregarle una gota a la muestra 2. En la tabla 5.1 se relacionan
los datos de la masa de la muestra M ,uestre ¥ Una observacion general de cada una

de ellas.
Muestra Momuestra (&) | Observaciones

1 0.1717 Sin material magnético agregado
2 0.1358 Concentracién de material magnético: 0.0273 %wt
3 0.1266 Concentracion de material magnético: 0.56 %wt
4 0.1268 Liquido con menor concentracién (muestra 2)
5 0.0859 Liquido con mayor concentracién (muestra 3)

Portamuestras 0.1299 Rigido, con susceptibilidad magnética conocida:

Xpm = —5,5 x 1077 emu/g-G.

Tabla 5.1: Caracteristicas de las muestras de tejido muscular mostradas en la figura 5.1,

y del portamuestras empleado en la medicion.
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Figura 5.2: Curvas de magnetizacion obtenidas a partir de la medicién de la muestra 1,
de carne sin material magnético agregado. (a) Curva experimental. (b) Curva ajustada
por la senal del portamuestras.

Se midié un ciclo de 10000G a -10000G a T' = 250K para congelar la muestra,
obteniendo la curva mostrada en la figura 5.2(a). De esta curva se hizo un recalculo
considerando la contribucion a la senal de residuos de hierro en el portamuestras,
obteniendo la curva de la figura 5.2(b).

Se obtuvo un valor de Mg de dichos residuos de 2,240,2 x 1074 emu. A partir de
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este valor, y considerando que la magnetizacién por unidad de masa del hierro? es
aproximadamente 229 emu/g, resulta que la masa correspondiente a algin residuo
de hierro en el conjunto muestra/portamuestra es de 0,96 ug aproximadamente. Este
valor se tuvo en cuenta para hacer las correcciones sobre las senales de las otras

muestras.

A partir del tratamiento la curva mostrada en la figura 5.2(a) se encontré el
valor de la susceptibilidad magnética de la carne, a saber, Xcame = —5,82 x 1077
emu/g-G. Se midieron las curvas de M vs. H para las muestras liquidas de baja y

alta concentracién, las cuales se muestran en la figura 5.3.
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Figura 5.3: Curvas de magnetizacién de las suspensiones de particulas de baja y alta

concentracién respectivamente.

Considerando los resultados para la muestra con alta concentracién (ver figura

5.3(b)), se tiene para la magnetizacién My, que:

Malta == Mmedida - HXpmmpm (51)
en donde M,,cqiqa €S la que se obtiene del experimento, H es el campo aplicado, y
XpmMpm €5 la susceptibilidad magnética del portamuestras multiplicada por su masa.

A partir de los datos de la figura 5.3 se obtiene que la magnetizacién de
saturacién de la muestra de alta concentracién es Mg = 1,9 + 0,3 x 1072 emu, lo

cual, considerando la masa y la concentraciéon de la misma (ver tabla 5.1), permite

2Tomando la magnetizacién de saturacién Mg = 1800 emu/cm?® y la densidad del hierro como
p =186 g/cm?>.
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determinar que en la muestra se encuentran 4,7 + 0,4 x 10* g de nanoparticulas. De
esta forma, se obtiene que la magnetizacion de saturacion de las nanoparticulas es:

Mg =41,6 £0,5emu/g (5.2)

Posteriormente, para la suspension de baja concentracién se tiene que:

Mbaja - medida — H [Xpmmpm + Xaguamagua] (53)

en donde las variables son las mismas que en el caso anterior (ec. 5.1), y se
considera ademas el término X,guaMagua, dado por el producto de la susceptibilidad
magnética del agua y su masa. En éste caso, se considera esta contribucién porque
la contribucién de la misma es comparable a la del portamuestras. Se considera que
Xagua = —6,8 0,4 X 1077 emu/g-G (Sosa, 2006) [62], y de esta forma resulta que
la magnetizacién de saturacién para la muestra es Mg = 8,9+ 0,4 x 107, la cual,
al restar la contribucién ferromagnética del portamuestras anteriormente calculada,
resulta:

Mg =6,74+04 x 10" emu/g (5.4)

Considerando este valor y el resultado obtenido previamente en la ecuacion 5.2, se
obtiene para esta muestra una cantidad de 1,6 & 0,4 x 10~° g de nanoparticulas.

Luego, con la masa de la muestra se obtiene la concentracién, como 1,3 x 1072 %wt.

Jeove0ee O e o o0
.

M (107 emu)
_

-3 _ * Alta
concentracion
-10000 -5000 0 5000 10000
Campo (G)

Figura 5.4: Curva de magnetizacién de la muestra de carne con agregado de material
magnético de alta concentracion.
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En la figura 5.4 se muestra la curva de M vs. H obtenidas para la muestra 3 que
contienen material magnético agregado en alta concentracién. Considerando que en
cada una de las muestras se puso una gota de la solucién respectiva, y que la masa
de una gota es 8,52 x 1073 g, se tiene para la muestra que ngy, = 4,7 £ 0,3 x 107°
g de nanoparticulas.

En la tabla 5.2 se relacionan comparativamente los resultados obtenidos de
la cantidad n de nanoparticulas para las muestras 2 (npgja) ¥ 3 (Naita), segin la

determinacion experimental y el calculo estimativo.

Muestra n calculadas n experimental Diferencia
(g de nanoparticulas) | (g de nanoparticulas) | porcentual (%)
2 1,14+0,3 x 1076 — -
3 47+£0,3x107° 6,1 £0,5x 107 23

Tabla 5.2: Comparacion de cantidad de nanoparticulas calculadas y determinadas
experimentalmente para las muestras de carne con agregado magnético de baja y alta

concentraciéon, respectivamente.

En estos resultados se tiene que la cantidad de particulas que se considera
se coloc6 en cada muestra no se corresponde con la cantidad de particulas
detectadas con las mediciones de magnetizacion. Para la muestra 2 la determinacién
experimental exige un nivel de sensibilidad del instrumento de mediciéon mas alto, por
lo cual no se presentan tales resultados. ® Para la muestra 3 se obtuvo una variacién

ligera entre los valores, resaltando que se presentan en el mismo orden de magnitud.

La discrepancia en las estimaciones puede deberse a que cada suspension luego
de un tiempo se estratifica, por lo cual al tomar una gota de la parte inferior de
la solucion, resulta que se tiene una concentracion mayor de nanoparticulas. Luego,
la seleccion de cada gota presenta errores asociados a la precision. Otro hecho que
puede contribuir a la diferencia en estos resultados, esta asociado a la incapacidad
de establecer el nimero exacto de nanoparticulas que se transfieren al material por
efecto de la preparacion de la muestra.

Aun asi, un punto importante para destacar de este método propuesto es que
permite detectar una cantidad de particulas del orden de 5x1072 %wt (la masa de
nanoparticulas frente a la masa de la muestra), lo cual indica un valor limite de

3El rango dindmico del sistema VSM va de 5x 107% emu hasta 103 emu, por lo cual la
determinacién experimental en el caso de la muestra 2 no es del todo adecuada.
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deteccién que posibilita la discriminacién del material magnético evitando que éste
pueda confundirse con la hemoglobina de la sangre.

5.2. Captaciéon de nanoparticulas magnéticas en

sistemas in vivo

Con el objetivo de evaluar la captacién natural de las nanoparticulas magnéticas
por el organismo, estudiamos en una poblacion de ratones con tumor mamario
LM3 inducido la respuesta a la incorporacion de nanoparticulas de magnetita sin
recubrimiento, las cuales se hacen hidrosolubles mediante el empleo de oleato de
sodio. Para hacer este estudio de captacion se conté con la colaboracién del Dr.
Pablo Gurman del grupo MEMS (Dispositivos Electromecanicos) del Centro Atémico
Constituyentes, quien llevé a cabo la inducciéon subcutanea de los tumores en los
ratones con la posterior inyeccién de las nanoparticulas, y la toma de muestras para
ser analizadas en el Laboratorio de Resonancias Magnéticas del CAB. Los resultados
de dichos andlisis se presentan en esta seccién.

En la figura 5.5 se muestra un prototipo de los ratones que se han usado para
efectuar los estudios de captacion. Aunque los ratones de la figura no son los mismos
de los cuales se presentan resultados en esta tesis, el procedimiento para llevar a cabo

el analisis de captacién es el mismo.

Inicialmente se induce sobre la espalda de los animales el tumor mamario hasta
que crece y alcanza ciertos parametros especificos de evolucién. Las nanoparticulas se
inyectan via intravenosa a cada raton, sometiendo a algunos a un campo magnético
no homogéneo mediante la fijacion de un imén en la superficie tumoral externa.
Esto se hace porque se pretende correlacionar la captacién de las nanoparticulas
con la presencia de dicho campo magnético en la zona de interés. Una vez que se
han inyectado las nanoparticulas y se ha aplicado o no el campo, los ratones son
sacrificados y se toma muestra del tejido del tumor. Para poder estudiar la captacién
debe tenerse en cuenta que no hay un recubrimiento activo que genere o medie la
fijacién de nanoparticulas en la zona del tumor, se pretende investigar la adhesién
natural de éstas a las células malignas.

En diferentes muestras del tejido se efectuaron mediciones en un magnetémetro
comercial tipo SQUID marca Quantum Design modelo MPMS2 de las muestras con
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diamagnetismo a alto campo, con ordenada al origen correspondiente a la saturacién
Mg de la magnetita, con una temperatura de 50 K. Estos resultados se muestran en
la tabla 5.3.

Figura 5.5: Prototipo de los ratones portadores de tumor mamario LM3 inducido
usados en pruebas de captacién. (a) Morfologia del tumor en un ratén. (b) Arquetipo de
la disposicion de ratones empleados para los estudios. Notese la presencia de imanes
sobre uno de los especimenes.
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A partir de mediciones de magnetizacién con un campo aplicado de 10* G para
las muestras A y D se efectia la superposicion de la Langevin con el diamagnetismo,
con lo cual puede calcularse el valor medio del momento magnético en cada muestra,

y por consiguiente, la cantidad asociada de nanoparticulas.

Muestra | mpuestra (M) Mg (emu) Descripcién
A 5.740,2 8,2+0,4x 107 | Sin imdn externo
B 6.8+0,2 3,9+0,4 x 1075 | Sin imdn externo
C 29.5+0,2 1,1 4+0,5 x 10~* | Con imén externo
D 93.7+0,2 1,74+0,5 x 107* | Con iman externo

Tabla 5.3: Caracteristicas de las muestras de tejido tumoral de ratones: masa de las

muestras, magnetizacién de saturacién (sin normalizar) y descripcién de las mismas.

Considerando la magnetizacion de saturacién estimada para la magnetita bulk
(Mg ~ 92,5 emu/g) (Betancourt, 2004; Vereda, 2008) [7, 72|, y la influencia de la capa
magnéticamente débil (ver seccién 4.2.4), se determina la masa de las nanoparticulas
My en las muestras A y D como se muestra en la tabla 5.4. En estos resultados se
observa una leve diferencia entre la cantidad de nanoparticulas que se detectan en
muestras que han sido sometidas a campo magnético no homogéneo y aquellas que
no han interactuado con ningtin campo. En este caso se pretende verificar si existe
alguna correlacion en la captacion natural y la presencia del campo magnético de un

iman permanente en la zona del tumor inducido.

Muestra | i (up) My () Concentracién (ppm)
A 1504 | 2.0640,2 x 10 0.31
D 1332 | 5.1340,2 x 107 0.05

Tabla 5.4: Momento magnético medio fi, cantidad y concentracién (en pg/g) de
nanoparticulas para las muestras A y D relacionadas en la tabla 5.3.

Segin los resultados observamos que se presenta un cambio en cuanto a la
cantidad de nanoparticulas que son detectadas en el caso de la muestra que tiene
influencia del campo magnético inhomogéneo producido por el iman permanente, y
la muestra que no lo tiene. No obstante, esta variaciéon no es demasiado grande, lo
cual nos indica que para esa configuracion de campo el gradiente no es el ideal. Por
lo tanto, para optimizar el proceso de captacion habra que disenar la configuracién
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de campo apropiado para inducir mayor fijacién de las nanoparticulas en las células
malignas.

El analisis que se ha hecho es un estudio que muestra la factibilidad de determinar
con técnicas experimentales la cantidad de material magnético presente en una
muestra de tejido de forma precisa. El método es completamente reproducible, y
ofrece ventaja sobre otros puesto que separa adecuadamente la contribucion de la
senal magnética producida por el hierro presente en la sangre (hemoglobina) de la
senal originada por la presencia de las nanoparticulas.

Con la metodologia que hemos propuesto a lo largo de este capitulo es posible
fundamentar la elaboracién de protocolos para determinar la cantidad de material
magnético que se inyectara en pacientes segin cada tipo de tumor. Para llegar a
esto, es necesario proponer configuraciones de gradiente de campo de acuerdo a las
condiciones particulares de los tejidos, ademés de establecer la influencia de otros

parametros como los que se han ido revisando en esta tesis.
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One may ask the question as to the extent to which

the quest for beauty is an aim in the pursuit of science...

It is, indeed, an incredible fact that what the human mind,
at its deepest and most profound,

perceives as beautiful finds its realization in external nature.

S. Chandrasekhar (1910-1995) 6

Conclusiones

La hipertermia es hoy en dia una técnica promisoria en el tratamiento del
cancer. La idea de la misma es poder dirigir nanoparticulas a sitios especificos de
un tejido cancerigeno, para después calentarlas usando un campo magnético AC
externo incrementando asi la temperatura de las células. Este aumento ocasiona
la destruccién selectiva de las células vecinas y en principio este mecanismo
de calentamiento es aplicable a cualquier tipo tumoral. Para poder utilizar
este procedimiento es mnecesario que las nanoparticulas que se emplean sean
superparamagnéticas, para minimizar los riesgos de ocurrencia de agregados de
material magnético que puedan afectar los procesos normales del organismo.

A lo largo de esta tesis de maestria estudiamos un conjunto de muestras de
nanoparticulas de magnetita y discutimos resultados e implicaciones de los mismos.
En este capitulo, a modo de sumario, presentamos conclusiones generales que

complementan tales analisis.

Puntualmente, la sintesis de las nanoparticulas magnéticas es uno de los factores
que tiene mayor influencia en el éxito de la hipertermia como modalidad de
tratamiento contra el cancer. Esto es principalmente porque se requiere que las
particulas cumplan un conjunto de condiciones sobre su tamano, forma y estabilidad
para optimizar su uso en este tipo de técnicas. De esta manera, un conocimiento
detallado de la respuesta del material magnético permite establecer las cantidades
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minimas de éste que generarian distribuciones especificas y terapetuticas de energia
térmica (dosis) dentro de un tumor.! Para lograr lo anterior, es necesario efectuar
estudios de la forma y configuracién de las nanoparticulas considerando posibles

factores que sean de caracter influyente en su desempeno.

En esta tesis hemos trabajado con nanoparticulas de magnetita recubiertas
con acido oleico, DEXTRAN, polietilenimina, silica y polietilenglicol. Analizamos
morfolégicamente las muestras de nanoparticulas por microscopia electrénica de
barrido obteniendo distribuciones de tamano de las mismas entre 5 nm y 25
nm de didmetro aproximadamente para todas ellas, ademas de imégenes de la
dispersién de las mismas en las diferentes muestras. Segin el modelo propuesto
por Rosensweig (Rosensweig, 2002) [57] al desarrollar relaciones analiticas para
determinar la potencia que se disipa en un ferrofluido que se somete a un campo
magnético alterno, hay evidencia de un tamano éptimo de las nanoparticulas para el
cual se alcanzan tasas de calentamiento favorables. Este tamano éptimo se encuentra

en el rango de tamanos de nanoparticulas que empleamos en esta tesis.

Para dar cuenta del calentamiento de las nanoparticulas en cada muestra hemos
determinado el indice de absorcién especifico calentandolas por un tiempo de seis
minutos en un circuito que produce un campo alterno de aproximadamente 112
Oe de intensidad con una frecuencia de 115 kHz. Los resultados arrojan que las
nanoparticulas que exhiben més efectividad en la tasa de calentamiento son aquellas
recubiertas con &acido oleico cuando estan suspendidas en tolueno. A pesar de la
baja eficiencia en el calentamiento obtenida para los demas recubrimientos, hemos
determinado la validez de aplicacién del modelo para estos casos segin la respuesta

del tiempo de relajacién para distintos tamanos de las particulas.

A partir de los resultados del SAR no obtuvimos calentamiento eficiente en dos
de las muestras, por lo cual propusimos dos formas basicas de mejorar la respuesta
de las nanoparticulas al calentamiento: por un lado, una disminucién del volumen
hidrodinamico de la particula que no afecte en demasia sus propiedades magnéticas;
y por otro lado, un cambio en la frecuencia del campo magnético aplicado para
ubicar un punto equilibrado entre el tamano de las nanoparticulas y la eficiencia de
la potencia que disipan. En el primer caso, una reduccién del didmetro magnético

implicarfa una disminuciéon de Vg, lo cual favoreceria el calentamiento siempre y

! Actualmente los calculos de energia térmica se hacen con el modelo desarrollado por Sapareto
(Sapareto, 1984) [58] en el cual basicamente se convierte una curva de temperatura-tiempo a un
tiempo equivalente a 43°C.
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cuando no se comprometa excesivamente la respuesta magnética del sistema. El
segundo caso tiene asociada una desventaja a nivel experimental principalmente,
puesto que habria que hacer varias modificaciones sobre el circuito que genera el
campo. No obstante, es una opcién viable también para mejorar la eficiencia de
la técnica. Nétese que cualquiera de las dos soluciones deben considerarse antes
de realizar cualquier protocolo de aplicacién, con el fin de tener en cuenta las
implicaciones de las mismas sobre la cantidad de material magnético que finalmente

se introducira al paciente para el tratamiento.

Por otro lado, la caracterizacion magnética es un método adecuado para
determinar la distribucién de tamanos de las particulas. Por ello estudiamos
variaciones en el comportamiento de la magnetizacién en funcion de la temperatura
y el campo aplicado para los cuatro tipos de recubrimientos. Para las muestras con
recubrimientos de acido oleico, DEXTRAN y PEI se obtuvieron respectivamente
valores de la magnetizacién de saturacién Mg correspondientes al 30 %, 43 % v 12 %
del valor de 92.5 emu/g para la Mg de la magnetita bulk que se reporta en la
literatura. (Betancourt, 2004) [7] Esto responde al modelo de la capa magnéticamente
débil y esta en concordancia con las distribuciones de tamanos obtenidas con el

andlisis de las curvas FC y ZFC.

Una particularidad que discutimos en la tesis y sobre la cual queremos hacer
énfasis es que a partir del andlisis de las curvas de magnetizacién en funcion del
campo para la muestra con recubrimiento de silica, obtuvimos que éste surfactante
altera no solamente el tamano y la forma de las nanoparticulas de magnetita sino
también el orden magnético de la superficie de éstas. En este caso, es valido emplear
un modelo de carozo monodominio (descrito por una funcién de Langevin) con
capa paramagnética (descrita por una funcién lineal con el campo) para describir
tal comportamiento. En cuanto a los otros recubrimientos obtuvimos resultados en
concordancia con el caracter superparamagnético de las particulas a las temperaturas
de medicion especificadas.

Propusimos un método para cuantificar la cantidad de nanoparticulas de
magnetita en tejido bioldgico a partir de mediciones de magnetizacién. En este desa-
rrollo buscamos garantizar una determinaciéon del material magnético independiente
de la senal producida por la hemoglobina, obteniendo un procedimiento experimental
confiable con un limite de deteccién del orden de los 0.05 %wt. Esta estrategia se
utilizé para estudiar la captacion natural en sistemas in vivo mediante el andlisis
de muestras de tejido tumoral mamario inducido en ratones. De aqui concluimos
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que es necesario evaluar las configuraciones de campo magnético que generen gra-
dientes optimizados en pro de mejorar la captacién de las nanoparticulas en las zonas

tumorales.

Consideramos indispensable resaltar que atin a pesar de tratarse de nano-
particulas de magnetita sintetizadas de la misma forma, los diferentes surfactantes
generan que las propiedades que hemos estudiado en esta tesis presenten variaciones
mensurables. Estos cambios influyen en el desempeno del material magnético
sometido a iguales condiciones de campo y frecuencia principalmente. De ahi que
puedan emplearse en multiplicidad de aplicaciones de caracter biolégico por el amplio
rango de accion terapeutica (dependiendo de los recubrimientos) para el tratamiento
por hipertermia.

Aunque la mayor limitacion del tratamiento de tumores por hipertermia esta en la
necesidad de lograr una captacién adecuada de las particulas magnéticas en el tumor
o dentro del suministro arterial del mismo, otro tema de importancia es la fijacion
de cantidades especificas de particulas segin el tipo de tumor que va a tratarse.
La importancia del analisis que hemos desarrollado en este trabajo radica en el
impacto que tiene sobre la creacion de protocolos de aplicacion de los tratamientos de
hipertermia. En estas paginas ofrecemos el fundamento basico para poder establecer
parametros determinantes sobre el tipo y la cantidad de material magnético que se

empleard en el tratamiento de un tumor especifico.

En perspectiva se planea sintetizar particulas de menor tamano de tal forma
que pueda mejorarse la eficiencia del proceso de calentamiento. También se pretende
continuar con estudios acerca de la captacion diferencial de las nanoparticulas de
magnetita en una poblacién de ratones con caracteristicas similares a las expuestas
aqui para obtener resultados trazables a otros tipos tumorales y otras especies. Se
pretende efectuar un estudio de plausibilidad mas completo, empleando ademas de
los recubrimientos vistos en esta tesis, variaciones de éstos con cromoproteinas como
la porfirina y otras moléculas de interés biolégico como anticuerpos y medicamentos.
También se espera desarrollar un dispositivo que tenga la capacidad de generar
diversas configuraciones de campos magnéticos, mas acordes a las patologias
particulares. El trabajo que sigue para formalizar la hipertermia como una técnica
terapettica en el tratamiento de cancer es un area interdisciplinar que ain requiere

investigacion activa y resultados contundentes.
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An extensive knowledge is needful to thinking people
-it takes away the heat and fever;

and helps, by widening speculation,

to ease the burden of the mystery

John Keats (1975-1821)

Aspectos bioldgicos de la
hipertermia

El efecto sinérgico de la hipertermia con la radioterapia y la quimioterapia ha
sido ampliamente estudiado en los ltimos anos. Se han documentado experiencias
de la aplicacién conjunta de dichas técnicas en varios tipos de tumores. (Franckena,
2009; Maier, 2007) [20, 50] Durante la tesis no se hizo énfasis en el proceso biol4gico
subyacente esta técnica de tratamiento para el cancer, por lo cual en este anexo se
presentara una exposicién breve y un poco mas profunda de la misma, desde el punto
de vista de la radiobiologia.

La hipertermia puede presentar efectos citotoxicos directos, indirectos con la
perfusién sanguinea, estimulantes del sistema inmune y sinérgicos con otras técnicas
como son la radioterapia y quimioterapia, como se menciond en la seccion 2.1.
Entre los efectos citotoxicos directos cabe anotar que por encima de los 42°C
se han presentado in wvitro alteraciones en la membrana celular, en las proteinas
intracelulares, en el citoesqueleto y en los acidos nucleicos principalmente. Estas

alteraciones producen otras, que en conjunto generan el dano completo.

Cuando se tiene un cultivo celular con crecimiento exponencial y se expone a
temperaturas entre los 41°C y los 46°C , se puede elaborar una curva para representar
la evolucién del efecto en el cultivo causada por la influencia de dicho parametro. Una
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curva tipica de respuesta celular puede ser la que se obtiene de la tasa de células que
sobreviven en funcion del tiempo de duracion del calentamiento, como la mostrada
en la figura A.1. Esta curva presenta un hombro que refleja un efecto de dos pasos
sobre la poblacion celular. Estos dos pasos son, por una parte un crecimiento lineal
que refleja un dano no letal y reversible al inicio del tratamiento, y por otra parte,
un decaimiento exponencial que refleja la muerte celular. (Hildebrandt, 2002) [35]
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Figura A.1: Efecto letal de la hipertermia in vitro. Imagen tomada de Hildebrandt.
(Hildebrandt, 2002) [35]

La temperatura necesaria para inducir muerte celular por hipertermia varia en
un algun factor segin el tipo de célula tumoral que se esté tratando. De cualquier
forma, los estudios revelan que la energia térmica requerida para generar muerte
celular por hipertermia estan muy correlacionados con la energia requerida para
desnaturalizar las proteinas celulares. Por esta razén se ha propuesto una hipétesis
en la cual se relaciona el efecto citotéxico de la hipertermia con la desnaturalizacién
de las proteinas de membrana y citoplasmaticas, aunque no existe un modelo tedrico
que pueda explicarlo claramente. (Hildebrandt, 2002) [35]

Segtin la fase del ciclo celular! en el que se encuentren las células, el impacto de

! Ampliar tema de ciclo celular en Curtis (Curtis, 2008) [16].
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la hipertermia puede variar su intensidad. Este impacto es lo que se conoce como
termosensibilidad. Se ha observado que la fase de mitosis (M) es la més sensible al
aumento de temperatura.” La fase de sintesis (S) también resulta ser muy sensible a la
hipertermia®, segiin se ve en el dafio cromosémico de células sometidas al tratamiento.
Las células mas resistentes al aumento de temperatura son aquellas que estan en la
fase gap 1 (G1), puesto que no muestran dafio microscépico, aunque pueden presentar
un posterior aumento de la tasa de muerte celular una vez han salido de dicha fase.
(Hildebrandt, 2002) [35] Otro factor a resaltar es que las células hipéxicas® son

también mas termosensibles.

Dentro del organismo la aplicacién de un tratamiento por hipertermia incrementa
la perfusién sanguinea como mecanismo de oposicién al aumento de temperatura.
Esto quiere decir que las células sanguineas se ven directamente afectadas, lo cual
provoca una lesion. Se favorece entonces de igual forma que el flujo nutricio tumoral
se vea limitado. Hay multiples mecanismos por los cuales la hipertermia afecta
indirectamente (Vaupel, 1988) [71]. También se ha intentado relacionar los efectos de
la hipertermia sobre las reacciones del sistema inmunitario. Aunque no hay evidencias
claras al respecto, se ha establecido de forma general que esta técnica tiende a

deprimir los mecanismos inmunes.

Por su parte, la ventaja del efecto sinérgico de la hipertermia con la radioterapia
se da por la complementariedad de estas dos técnicas: por un lado la fase del ciclo
celular més radioresistente (fase S) es también muy termosensible, y por otro lado
las células hipoxicas toleran mas radiacién que las termosensibles pero son también

més sensibles a cambios de temperatura. (Hildebrandt, 2002) [35]

Finalmente, la hipertermia puede aplicarse de forma externa, intraluminal,
intersticial y regional, dependiendo basicamente del tipo de tumor que se
esté tratando. En la actualidad existen lugares en donde ya se aplican tratamientos de
hipertermia en forma individual y como acompanantes de radioterapia. Representa
un reto en constante desarrollo optimizar la practica para obtener una combinacién

beneficiosa en el tratamiento del cancer.

2Al observar en el microscopio células en fase M que han sido sometidas a hipertermia, se registra

dano en su aparato mitdtico que se deriva en mitosis ineficiente seguida de poliploidia.
3La fase S es también la més resistente a la radioterapia, por lo cual un efecto sinérgico adquiere

mucha importancia para la terapia.
4Aquellas que contienen poco oxigeno.
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